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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Tau, α-Synuklein und neurodegenerative Erkran-
kungen
Ablagerungen der Proteine Tau und α-Synuklein (α-Syn) sind zentrale histopathologische
Merkmale zahlreicher neurodegenerativer Erkrankungen. Wa¨hrend der Morbus Alzheimer
(Alzheimer’s disease, AD ) die Kortikobasale Degeneration (CBD), die Progressive Supra-
nuklea¨re Blickparese (PSP) und die Frontotemporale Demenz mit Parkinson-Symptomatik
(FTDP-17) zusammen mit anderen, selteneren Erkrankungen die Gruppe der Tauopathien
begru¨nden, also Erkrankungen, in denen Ablagerungen des Tau-Proteins immunhistoche-
misch nachgewiesen werden ko¨nnen, wird die Gruppe der Synukleinopathien im Wesentli-
chen von der Parkinson’schen Erkrankung (PD), der Demenz mit Lewy-Bodies (DLB) und
der Multiplen Systematrophie (MSA) bestimmt.
Die Proteine Tau und α-Syn weisen, trotz unterschiedlicher Gro¨ße, Prima¨rstruktur, Funk-
tion und subzellula¨rer Lokalisation, einige Gemeinsamkeiten auf. So zeigen beide Proteine
in Lo¨sung keine Sekunda¨rstruktur [1, 2], und in beiden Fa¨llen ist ein zentraler hydropho-
ber Abschnitt des Proteins die Kernstruktur der pathologischen Fibrillisation [3, 4]. Beide
Proteine kommen im Zytoplasma von Neuronen vor, sind dort im Krankheitsfall in Form
pathologischer Aggregate nachweisbar [5, 6] und durchlaufen a¨hnliche post-translationale
Modifikationen. So ko¨nnen beide Proteine phosphoryliert [7, 8], nitriert [9, 10], ubiquiti-
niert [11,12] und trunkiert werden [13,14]. Welchen Einfluss diese verschiedenen Modifika-
tionen auf die Aggregationseigenschaften der Proteine ausu¨ben und inwiefern sie relevant
fu¨r die Pathogenese der verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen sind, ist Gegen-
stand zahlreicher Forschungsarbeiten und bis heute noch nicht in allen Einzelheiten gekla¨rt.
Diese Arbeit befasst sich hauptsa¨chlich mit der Untersuchung der Aggregationseigenschaf-
ten des Tau-Proteins auf Einzelmoleku¨l-Ebene. Untersucht wurden insbesondere der Ein-
fluss von Phosphorylierung und limitierter Proteolyse auf die Tau-Aggregation, sowie mo-
dulierende Eigenschaften organischer Lo¨sungsmittel und Metallionen. Fru¨here Studien un-
serer Arbeitsgruppe haben sich bereits ausfu¨hrlich mit den Aggregationseigenschaften des
α-Syn befasst, weshalb in dieser Arbeit vorwiegend seine Rolle als Koaggregations-Partner
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des Tau-Proteins untersucht wird. Nachfolgend werden die beiden Proteine mit Schwer-
punkt auf das Tau-Protein vorgestellt, um anschließend ihr gemeinsames Vorkommen in
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen zu erla¨utern. In spa¨teren Kapiteln der
Einleitung wird der bisherige Kenntnisstand u¨ber den Einfluss von Aggregationsmodula-
toren und post-translationalen Modifikationen vorwiegend in Hinblick auf das Tau-Protein
und der ha¨ufigsten mit ihm vergesellschafteten Erkrankung, der Alzheimer-Demenz, zu-
sammengefasst.
1.1.1 Das Protein Tau
Die Prima¨rstruktur des Tau-Proteins untergliedert sich in einen sauren N-terminalen An-
teil mit bis zu zwei Insertionen von 29 Aminosa¨uren La¨nge (N0−2), einen prolinreichen
Mittelteil und eine basische repeat-Region nahe des C-Terminus, die aus drei oder vier
31-32 Aminosa¨uren langen pseudorepeats (R3/4) besteht. Dies ermo¨glicht sechs Isoformen
des Tau-Proteins, die alle im adulten Hirn vorkommen, eine La¨nge von 351 (N0R3) bis
441 (N2R4) Aminosa¨uren aufweisen und deren Expression durch alternatives Spleissen der
Exons 2, 3 und 10 gesteuert wird [15, 16]. Alle Isoformen des Tau-Proteins weisen einen
sehr geringen Anteil (∼15%) hydrophober und einen hohen Anteil basischer Aminosa¨uren
auf, was die gute Lo¨slichkeit und die fehlende Sekunda¨rstruktur (random coil) dieser Pro-
teinfamilie erkla¨rt [17,18]. Diese random coil Struktur bedingt auch die hohe Temperatur-
und Sa¨urestabilita¨t von Tau.
Funktionell la¨sst sich das Tau-Protein in eine microtubule-binding Doma¨ne und eine Pro-
jektionsdoma¨ne untergliedern [19]. Fu¨r die Bindung an Mikrotubuli wurde das Klauen-
Modell entwickelt, demzufolge die drei bzw. vier pseudorepeats das katalytische Zentrum
fu¨r die Tubulin-Anlagerung darstellen, wa¨hrend die Klauen P2 (S198-L243 in der la¨ng-
sten Isoform) und R’(K369-S400) fu¨r die feste Bindung des Proteins an die Mikrotubuli
verantwortlich sind [20] (siehe Abb. 1.1).
sauer basisch C-TerminusRepeat-Region
Exon 2 Exon 3 Exon 10
Ins 1 Ins 2 R1 R2 R3 R4P2P1
Q244 - N368G120 - Q243M1 - G120
K369-S400
G401-L441
R‘
S198-L243I151-Y197D74-T102E45-E73
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Tau-Proteins. Die sechs Isoformen werden durch
alternatives Spleissen der Exons 2, 3 und 10 generiert. Die repeat-Region mit den beiden Hexapep-
tiden 275VQIINK280 und 306VQIVYK311 (rot markiert) fungiert sowohl als Bindungsdoma¨ne
fu¨r Mikrotubuli als auch als zentrale Einheit der Fibrillisation. Die anliegende prolinreiche Regi-
on P2 und die Region R’ festigen nach dem Klauen-Modell die Bindung an des Proteins an die
Mikrotubuli.
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Die Projektionsdoma¨ne (M1-Y197) ragt von den Mikrotubuli fort in das Zytoplasma
und beha¨lt dabei gro¨ßtenteils seine ungeordnete Struktur [21]. Sie reguliert mo¨glicherweise
den Abstand der Mikrotubuli zueinander [22], oder dient als Bindungsstelle fu¨r Kinasen,
Phosphatasen oder die Plasmamembran [23–25].
Allen Tauopathien ist das Auftreten von Tau-Einschlu¨ssen gemein, die aus geraden oder
gewundenen Filamenten bestehen, deren Grundbaustein wiederum das Protein Tau ist. Die
gewundenen Filamente (paired helical filaments, PHF) sind aus zwei helikal ineinander ver-
wundenen Polymerstra¨ngen aufgebaut und weisen je nach Grunderkrankung unterschiedli-
che Morphologien auf [26,27]. Im Falle der Alzheimer’schen Erkrankung gleichen die PHF
in ihrer Grundstruktur gewundenen Ba¨ndern mit einem Durchmesser von 10-20 nm und
einer Halbperiode von 80 nm [28]. Die PHF der Pick’schen Erkrankung zeigen hingegen
geringfu¨gig gro¨ßere Durchmesser und eine Halbperiode von ca. 200 nm [26,27].
Die repeat-Doma¨ne wurde bereits fru¨h als Zentrum der PHF-Formation identifiziert [3].
Weitere Studien zeigten, dass die isolierte repeat-Doma¨ne schneller zu PHF aggregiert als
das gesamte Protein [29, 30], und dass hierzu die drei repeats der ku¨rzeren Tau-Isomere
ausreichen [31]. Diese Beobachtung deckt sich mit der Tatsache, dass alle sechs Isoformen
des Tau-Proteins in PHF, die aus AD-Gehirnen isoliert wurden, nachweisbar sind [32].
Die fehlende Sekunda¨rstruktur des Tau-Proteins und seine gute Lo¨slichkeit machten des-
sen Fa¨higkeit zur Polymerisation lange Zeit unerkla¨rlich. Erst die Entdeckung der beiden
Hexapeptide 275VQIINK280 (PHF6*) und 306VQIVYK311 (PHF6) in den pseudorepeats
R2 und R3, die zur Ausbildung kurzer β-Faltblatt-Strukturen befa¨higt sind, konnte zur
Kla¨rung dieser Frage beitragen [33–36]. Einerseits konnte gezeigt werden, dass Prolin-
Insertionen in beide Hexapeptide die Fa¨higkeit der repeat-Doma¨ne zur PHF-Formation
sowohl in vitro als auch in vivo aufheben [35,37,38]. Prolin-Insertionen verhindern die Aus-
bildung kurzer, zur Fibrillisation essentieller β-Faltblatt-Strukturen in den Hexapeptiden.
Andererseits ist bereits das isolierte PHF6-Fragment nach N-terminaler Acetylierung und
C-terminaler Amidierung zur Ausbildung gerader Filamente befa¨higt, und die Kombinati-
on mit einem gleichermaßen modifizierten Fragment 309VYK311 resultiert in PHF-artigen,
gewundenen Filamenten [39].
Die einzelnen Aggregationsschritte vom Tau-Monomer bis hin zu PHF sind bis heute nicht
im Detail gekla¨rt. Laborexperimentell gibt es verschiedene Ansa¨tze zur Induktion der Tau-
Aggregation, die sich auch hinsichtlich des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes unter-
scheiden.
Tau selbst neigt in Abwesenheit von Aggregations-Induktoren wie Heparin oder Arachi-
donsa¨ure nur in sehr hohen Konzentrationen zur Autopolymerisation [30]. Der Prozess
der PHF-Formation wurde als Nukleations-Elongations-Prozess beschrieben, da geringe
Mengen an PHF-Fragmenten die Fibrillisation von Tau-Monomeren bei Proteinkonzen-
trationen ermo¨glichen, in denen die Monomere spontan keine Fibrillen bilden [40]. Die
PHF-Fragmente scheinen also als Nukleations-seeds fu¨r monomeres Tau-Protein zu fungie-
ren.
Ein experimenteller Ansatz der Tau-Fibrillisation ist die Koinkubation des Proteins mit
polyanionischen Faktoren wie Heparin. Bezu¨glich der Reaktionsdynamik scheint die Fi-
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brillisation in Gegenwart von Heparin ein kontinuierlicher Prozess zu sein. Hierbei bilden
sich initial heterogene transiente Di- und Trimere, aus denen sich kontinuierlich Oligomere
ho¨herer Ordnung generieren [41]. In diesem System wurde auch die Rolle von Disulfid-
Bru¨cken zwischen den Cystein-Resten des Tau-Proteins ausfu¨hrlich untersucht. Diese schei-
nen jedoch lediglich einen beschleunigenden Einfluss auf die Aggregation auszuu¨ben, ihre
Abwesenheit verhindert die Polymerisation nicht [41].
Anders als Heparin fu¨hren anionische Mizellen z.B. aus Arachidonsa¨ure zur raschen Aus-
bildung von Aggregations-Nuklei binnen Minuten. Diese fru¨hen Nuklei sind im Thioflavin
T Assay, nicht jedoch elektronenmikroskopisch nachweisbar [33]. Nach la¨ngerer Inkubation
bilden sich auch in Gegenwart von Arachidonsa¨ure fibrilla¨re Tau-Aggregate [42,43].
In vivo konnten Maeda et al. zeigen, dass elektronenmikroskopisch nachweisbare, gra-
nula¨re Tau-Oligomere in Alzheimer-Gehirnen bereits ab Braak-Stadium I detektiert wer-
den ko¨nnen, also vor dem Auftreten von Neurofibrilla¨ren Tangles (NFTs) im frontalen
Kortex [44]. Diese granula¨ren Oligomere bestehen aus etwa 40 Tau-Proteinen. Interes-
santerweise fanden sich in ho¨heren Braak-Stadien keine ho¨heren Konzentrationen dieser
Oligomere, allerdings vermehrt NFTs. Dies la¨sst eine bestimmte Schwellenkonzentration
der Oligomere zur NFT-Bildung vermuten.
Die Untersuchung fru¨her Oligomerisationsprozesse des Tau-Proteins ist von erheblicher Be-
deutung, da sich die Hinweise mehren, dass nicht NFTs, sondern Oligomere die pathophyio-
logisch relevante toxische Form der Tau-Aggregate sein ko¨nnten. So konnten Wittmann et
al. zeigen, dass Tau-U¨berexpression in einem Drosophila-Modell zu neuronalem Zellverlust
fu¨hrt, lange bevor NFTs in den Zellen nachweisbar waren [45]. Untersuchungen an Ma¨usen
ergaben, dass intrazellula¨re Transportvorga¨nge in Zellen gesto¨rt waren, die bereits hyper-
phosphoryliertes Tau, jedoch keine NFTs aufwiesen [46]. An einem anderen Mausmodell
mit induzierbarer Tau-U¨berexpression konnte gezeigt werden, dass eine Unterbrechung der
Tau-U¨berexpression weitere neuronale Zellscha¨den verhinderte, wa¨hrend die Gesamtzahl
der nachweisbaren NFTs nicht abnahm [47]. Diese Arbeiten zeigen, dass die Untersuchung
initialer Aggregationsprozesse des Tau-Proteins von großer Bedeutung fu¨r das Versta¨ndnis
fru¨her pathophysiologischer Vorga¨nge bei verschiedenen Tauopathien sein kann.
1.1.2 Das Protein α-Synuklein
α-Synuklein (α-Syn) ist ein deutlich kleineres Protein als Tau. Die Sequenz seiner 140 Ami-
nosa¨uren ist auf Chromosom 4q21.3 - 4q22 codiert, das Gen besteht aus sechs Exons und
fu¨nf Introns [4, 48, 49]. Mit den anderen Mitgliedern der Synuklein-Familie (β, γ, δ) hat
das α-Syn eine repeat-Region im N-Terminus und eine Reihe saurer Aminosa¨uren im C-
terminalen Bereich gemein [4]. Der zentrale Unterschied zu den u¨brigen Synukleinen besteht
in der sogenannten non Aβ-component (NAC) Doma¨ne im Zentrum des Proteins, die durch
ihren hydrophoben Charakter die Autopolymerisation des Proteins ermo¨glicht [4]. A¨hnlich
dem Tau-Protein weist auch α-Syn keine feste Sekunda¨rstruktur auf [2]. Im Gegensatz zu
Tau aggregiert das Protein jedoch ohne Kofaktoren spontan in vitro, was womo¨glich sei-
ner geringen Gro¨ße und der damit verbundenen Exponiertheit der zentralen NAC-Doma¨ne
zugeschrieben werden kann [50]. Weitere Faktoren, die die Polymerisation von α-Syn zu
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Thioflavin-positiven fibrilla¨ren Aggregaten a¨hnlich denen in Lewy Bodies fo¨rdern, sind
erho¨hte Temperatur, saures Milieu und hohe Konzentration des Proteins [51–53].
Immunhistochemisch ist α-Syn in zahlreichen Hirnregionen wie Thalamus, Hippocampus,
Striatum, Cerebellum, Bulbus olfaktorius und Neokortex nachzuweisen [4]. Hierbei ist es
insbesondere im pra¨synaptischen Terminus der Neuronen zu finden [54], wo ihm vermutlich
eine Rolle bei synaptischen Funktionen wie der Regulation des Dopamin-Pools, aber auch
der synaptischen Plastizita¨t sowie in der Zellentwicklung zukommt [55–57]. Aufgrund seiner
strukturellen A¨hnlichkeit mit dem Protein 14-3-3 wurde auch eine Chaperone-Funktion des
α-Syn vermutet, beispielsweise als Inhibitor von MAP-Kinasen (Mikrotubuli-assoziiertes
Protein) [58,59].
Unstrittig ist die zentrale Rolle des Proteins in der Pathophysiologie der Parkinson’schen
Erkrankung. In genetischen Studien an Familien mit heredita¨rer Parkinson-Erkrankung
konnte gezeigt werden, dass eine Duplikation des Genlokus fu¨r α-Syn zu einem Krank-
heitsbild fu¨hrt, das sich klinisch nicht vom idiopathischen Parkinson-Syndrom unterschei-
det [60]. Eine Triplikation des Genlokus hingegen fu¨hrt zu einem verfru¨hten Krankheitsbe-
ginn und geht geha¨uft mit dementieller Entwicklung einher [61, 62]. Daru¨ber hinaus sind
mittlerweile mehrere Punktmutationen des α-Syn-Gens bekannt, die ebenfalls zu familia¨ren
Parkinson-Syndromen fu¨hren und eine erho¨hte Aggregationsneigung aufweisen [51]. U¨ber
die Ursachen der pathologischen Aggregation des Proteins herrscht noch weitgehend Un-
klarheit. Zwar wurden zahlreiche Faktoren identifiziert, die die Aggregation des Proteins
fo¨rdern, wie beispielsweise ein Fragment des Aβ-Peptids, Tubulin, zellula¨re Polyamine oder
langkettige, mehrfach ungesa¨ttigte Fettsa¨uren [63–66]. Auch konnte gezeigt werden, dass
membrangebundenes α-Syn vermehrt aggregiert und als seed zur Formierung gro¨ßerer zy-
toplasmatischer Aggregate fungiert [67]. Von besonderem Interesse ist, dass Eisenionen,
die auch in Lewy Bodies nachweisbar sind [68], zur vermehrten α-Syn-Aggregation in vitro
und in Zellkultur fu¨hren [69–72]. Insgesamt ist jedoch unklar, welche Gewichtung den ver-
schiedenen proaggregatorischen Faktoren in der Genese der Synukleinopathien zukommt.
1.1.3 Gemeinsames Auftreten von Tau und α-Synuklein in neuro-
degenerativen Erkrankungen
Der Nachweis der Proteine Tau und α-Syn in Ablagerungen verschiedener neurodegenerati-
ver Erkrankungen fu¨hrte zu deren Klassifikation als
”
Tauopathien“ oder
”
Synukleinopathi-
en“. Wenngleich diese Einteilung aus histopathologischer Sicht zuna¨chst sinnvoll erscheint,
mehren sich doch sowohl im klinischen als auch im histologischen Bereich die Anzeichen
dafu¨r, dass beide Erkrankungsgruppen U¨berschneidungspunkte aufweisen.
Klinische U¨berschneidung von Tauopathien und Synukleinopathien
Mehrere Studien konnten zeigen, dass Parkinson-typische extrapyramidalmotorische Sym-
ptome bei Alzheimer-Patienten deutlich ha¨ufiger auftreten als in der gleichaltrigen Durch-
schnittsbevo¨lkerung, mit Koinzidenzraten bis zu 92% [73–75]. Umgekehrt scheint das Auf-
treten oder die Verschlechterung einer Parkinson-Symptomatik ein Risikofaktor fu¨r die
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Tauopathien Synukleinopathien
M. Alzheimer M. Parkinson
Kortikobasale Degeneration Demenz mit Lewy Bodies
Progressive supranuklea¨re Blickparese Multiple Systematrophie
Silberkornkrankheit (agyrophilic grain disease, AGD)
Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus (FTDP-17)
M. Pick
M. Lytico-Bodig
Tabelle 1.1: tabellarische Auflistung ha¨ufiger Tauopathien und Synukleinopathien [78].
Entwicklung einer Demenz zu sein [76,77].
Andere Erkrankungen, die klassisch als Tauopathien deklariert werden, treten regelma¨ßig
mit Parkinson-Symptomen in Erscheinung. Zu ihnen geho¨ren neben CBD und PSP auch
die FTDP-17, sowie weitere seltene Erkrankungen wie die Dementia pugilistica [78].
Betrachtet man die Gruppe der Synukleinopathien, so zeigt sich ein ganz a¨hnliches Bild.
Je nach Alter zeigen Patienten mit M. Parkinson eine Pra¨valenz dementieller Symptome
von 40% bis 70% und sind somit etwa sechsmal ha¨ufiger betroffen als das Vergleichskollek-
tiv [79–81].
In Tabelle 1.1 ist eine U¨bersicht u¨ber die ha¨ufigsten Tauopathien und Synukleinopathien
aufgefu¨hrt.
Histopathologische U¨berschneidung von Tauopathien und Synukleinopathien
Da die vorliegende Arbeit sich mit Aggregation und Koaggregation von Tau und α-Syn
bescha¨ftigt, ist deren histologische Lokalisation in verschiedenen Erkrankungen von beson-
derem Interesse. Die beiden Proteine wurden 1986 und 1993 erstmalig mit neurodegenera-
tiven Erkrankungen in Verbindung gebracht, Tau als Hauptbestandteil der Neurofibrilla¨ren
Tangles, α-Syn als non-Aβ component (NAC) der amyloiden Plaques in Alzheimer-Gehirnen
[5,82,83]. Erst als α-Syn 1997 als Hauptkomponente der M. Parkinson- und DLB-typischen
Lewy Bodies identifiziert wurde, ru¨ckte das Protein als mo¨gliche pathophysiologische Ur-
sache neurodegenerativer Erkrankungen in das Interesse der Forscher [6].
Mittlerweile zeigt sich, dass die strenge histopathologische Unterscheidung der Tauopa-
thien und Synukleinopathien mo¨glicherweise wenig sinnvoll ist. So finden sich in 60% der
histologisch gesicherten Alzheimer-Fa¨lle auch α-Syn-positive Lewy Bodies, wa¨hrend diese
nur in 13% der Gehirne von Patienten ohne bekannte kognitive Beeintra¨chtigung nachweis-
bar sind [84,85]. In a¨hnlicher Weise waren α-Syn-positive Ablagerungen in PSP, FTDP-17,
Down Syndrom mit Alzheimer-Demenz und M. Lytico-Bodig nachweisbar [86–89].
Wenig u¨berraschend erscheint vor diesem Hintergrund die Tatsache, dass bis zu 40% der
klinisch gesicherten PD-Fa¨lle und sogar 87% der Gehirne von DLB-Patienten die CERAD-
Kriterien (Consortium to Establish a Registry for Alzheimers Disease) fu¨r die pathologische
Diagnose der Alzheimer-Demenz erfu¨llen [90–92].
Zur Rechtfertigung von Koaggregationsstudien von entscheidender Bedeutung ist der pa-
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rallele Nachweis von Tau- und α-Syn-positiven Einschlu¨ssen in derselben Zelle. Dies gelang
einerseits bei M. Alzheimer [93–95], PSP [86], M. Lytico-Bodig [87] und PD [96, 97] fu¨r
nebeneinander existierende Aggregate in Neuronen, wa¨hrend eine solche Kolokalisation in
der Frontotemporalen Demenz nicht nachweisbar war [98]. Daru¨ber hinaus zeigten meh-
rere immunhistochemische Studien, dass α-Syn auch in NFTs und glialen Einschlu¨ssen
von AD, PSP und CBD sowie in Pick Bodies nachgewiesen werden kann [99]. Umgekehrt
fanden sich in einer Studie an Gehirnen von DLB-Patienten in bis 40% aller Lewy Bo-
dies auch Tau-Epitope, sowohl in der Peripherie als auch im Zentrum der Einschlu¨sse [96].
Wenngleich diese Proteine also offensichtlich auch eigensta¨ndig zur Formierung gro¨ßerer
Aggregate befa¨higt sind, legt der gemeinsame Nachweis in ein und denselben Einschlu¨ssen
die Vermutung nahe, dass sie wechselseitig die Aggregationsneigung des anderen Proteins
versta¨rken.
Koaggregation von Tau und α-Synuklein in vitro
Eine neuere Studie konnte die proaggregatorische Interaktion von Tau und α-Syn in vi-
tro nachweisen. Giasson et al. [50] konnten zeigen, dass die Autopolymerisation des Tau-
Proteins, die gewo¨hnlich Induktoren wie Heparin beno¨tigt, auch durch Koinkubation des
Proteins mit α-Syn induziert werden kann. Umgekehrt fu¨hrt die Gegenwart jeder der sechs
Isoformen des Tau-Proteins zur Aggregation des α-Syn bei deutlich niedrigeren Konzentra-
tionen als in Lo¨sungen, die nur Synuklein enthalten. Diese beiden Beobachtungen konnten
mit β-Synuklein nicht reproduziert werden.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen u¨berdies, dass die meisten so entstande-
nen Fibrillen nur eines der beiden Proteine enthielten [50]. Es waren aber auch heterogene
Fibrillen zu beobachten, die abschnittsweise aus Tau oder α-Syn zusammengesetzt waren.
Solche Beobachtungen wa¨ren einerseits dadurch zu erkla¨ren, dass sich kurze Fibrillen-
Fragmente aus Tau und α-Synuklein aneinander anlagern. Andererseits ist auch denkbar,
dass Interaktionen bereits auf Monomer-Ebene stattfinden, oder Oligomere des einen Pro-
teins als Aggregations-seeds des Anderen fungieren. Zur Kla¨rung dieser Fragestellung wer-
den in der hier vorgelegten Arbeit auch diese fru¨hen Koaggregationsprozesse von Tau und
α-Syn na¨her untersucht.
1.2 Die Rolle von Metallionen in der Alzheimer’schen
Erkrankung
Metallionen kommen u¨berall in der Natur in nahezu allen biologischen Systemen vor. Ei-
nige von ihnen, wie Eisen, Kupfer oder Zink erfu¨llen essentielle Aufgaben im Organismus,
beispielsweise als katalytisches Zentrum von Enzymen, wa¨hrend von anderen Metallen, wie
Blei oder Aluminium, keine physiologische Funktion bekannt ist. Allen Metallen gleich ist
jedoch die Eigenschaft, toxische Wirkungen zu entfalten, wenn ihre Homo¨ostase im Or-
ganismus gesto¨rt ist [100]. Im Bereich der Tauopathien und Synukleinopathien ko¨nnten
besonders Aluminium und Eisen eine besondere pathophysiologische Rolle spielen, auf die
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in den nachfolgenden Kapiteln im Detail eingegangen wird.
1.2.1 Aluminium
Aluminium ist eines der ha¨ufigsten Elemente auf der Erde. Mit einem Anteil von etwa 8
Gewichtsprozent an der Erdkruste sind lediglich Sauerstoff und Silizium ha¨ufiger [101]. Als
Alumosilikat findet sich Aluminium vorwiegend in Ton, Gneis und Granit. Im Trinkwas-
ser sowie in den meisten Lebensmitteln kommt Aluminium als Spurenelement vor [101].
Eine mo¨gliche Beteiligung des Aluminiums an der Pathogenese oder Progression der Alz-
heimer’schen Erkrankung hat in den vergangenen Jahrzehnten zu intensiver Forschung in
vielfa¨ltigen experimentellen Systemen und einer großen Anzahl epidemiologischer Studien
gefu¨hrt. Insgesamt sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen inhomogen, was im Bereich
der experimentellen Forschung auch an der komplexen Biochemie des Aluminiums liegen
mag.
Biochemie und Physiologie des Aluminiums
Die Biochemie des Aluminiums stellt eine deutliche Hu¨rde bei der Untersuchung mo¨glicher
Auswirkungen erho¨hter Al3+-Konzentrationen auf den Organismus dar. Im sauren Milieu
(pH < 5,0) liegt Aluminium hauptsa¨chlich als Oktahydral-Hexahydrat [Al(H2O)6]
3+ vor
und erfa¨hrt mit steigendem pH zunehmend Deprotonierungen. In neutralem Milieu liegt
u¨berwiegend das unlo¨sliche Aluminium-Hydroxid [Al(OH)3] vor. Bei pH > 6,2 dominiert
als lo¨sliche Form das Tetrahedral-Aluminat [Al(OH)4]
−, das jedoch auch bei ho¨herem pH
lediglich einen Bruchteil des gesamten Aluminiums ausmacht [102]. So liegen bei Zugabe
eines Al3+-Salzes in einer Konzentration von 1 mmol/l zu einer wa¨ssrigen Lo¨sung bei pH
7,4 lediglich 8 µmol/l als lo¨sliches Tetrahedral-Aluminat, der Rest fast ausschließlich als
Aluminium-Hydroxid vor [102].
In experimentellen Modellen muss die Verwendung phosphathaltiger Puffer vermieden wer-
den, da Aluminium mit Phosphat ein unlo¨sliches Salz bildet [102].
Mit der Nahrung nimmt der Mensch je nach Essgewohnheiten und Wohnort ta¨glich zwi-
schen 2,5 und 13 mg Aluminium auf, wovon jedoch nur ein Bruchteil im Gastrointesti-
naltrakt resorbiert wird [101]. Bei gewo¨hnlicher Zusammensetzung u¨bersteigt der Alumi-
niumgehalt der festen Nahrung den des Trinkwassers um etwa das Zehnfache [103]. Die
Resorption aus Trinkwasser u¨berwiegt die aus fester Nahrung geringfu¨gig, in beiden Fa¨llen
liegt sie jedoch unter 0,5% [104,105].
In der Blutbahn ist Transferrin der sta¨rkste Bindungspartner des Metalls [102]. Resorbier-
tes Aluminium wird in verschiedenen Organen, vorwiegend jedoch in Knochen und Lun-
ge eingelagert. Das Gehirn entha¨lt lediglich ca. 1% des Ko¨rper-Aluminiums [101]. Wenn-
gleich die Blut-Hirn-Schranke nur eine geringe Permeabilita¨t fu¨r das Metall besitzt [106],
wurden mittlerweile Carrier-Systeme wie der Transferrin-vermittelte Transport oder der
Monocarboxylat-Transporter identifiziert, die den U¨bertritt des Aluminiums u¨ber die Blut-
Hirn-Schranke ermo¨glichen [107,108]. Die C2-Isoform des Transferrins ist dabei u¨berdurch-
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schnittlich ha¨ufig bei Alzheimer-Patienten mit spa¨tem Krankheitsbeginn nachweisbar [109].
Die Blut-Hirn-Schranke ist jedoch nicht die einzig mo¨gliche Eintrittspforte des Aluminiums
ins ZNS. Perl et al. zeigten bereits 1987, dass das Metall auch u¨ber das olfaktorische System
ins Gehirn gelangen kann und dann im entorhinalen Kortex und im Hippocampus nach-
weisbar ist [110]. Diese Erkenntnis fu¨hrte die Aluminium-Exposition u¨ber die Atemluft,
beispielsweise in Gießereien, als mo¨gliche Quelle Aluminium-induzierter Neuropathien ein,
und na¨hrte das wissenschaftliche Interesse an der Aufdeckung mo¨glicher Zusammenha¨nge
zwischen Aluminium und der Alzheimer’schen Erkrankung.
Aluminium und die Alzheimer’sche Erkrankung
Erstmalig trat Aluminium bereits 1897 als neurotoxische Substanz in Erscheinung. Nach
Verabreichung hoher Aluminiumdosen an Hunde und Katzen fand Do¨llken eine vorwiegend
zentralnervo¨s neurotoxische Wirkung des Metalls, begleitet von zentralen Reizerscheinun-
gen [111]. Ein Zusammenhang zwischen Aluminium und der Alzheimer’schen Erkrankung
wurde jedoch erst im Jahr 1965 hergestellt, als Klatzo und Terry nach intrathekaler Injek-
tion von Aluminiumsalzen Neurofibrillenbu¨ndel (neurofibrillary tangles) in Hirnschnitten
adulter Hasen nachweisen konnten [112, 113]. Mittlerweile sind zahlreiche Wirkmechanis-
men bekannt, u¨ber die Aluminium eine Rolle in der Pathogenese oder der Progression der
Alzheimer’schen Erkrankung spielen ko¨nnte.
Pathologische Wirkungen des Aluminiums im ZNS
Aluminium beeinflusst die Zellphysiologie im ZNS auf vielfa¨ltige Weise. Im Nukleus fu¨hrt
das Metall beispielsweise zu Konformationsa¨nderungen des Chromatins und vera¨ndert die
Expression verschiedener Proteine wie Tubulin, amyloid precursor protein (APP), RNA-
Polymerase oder des Transferrin-Rezeptors [114]. Auch Vera¨nderungen im Energiemetabo-
lismus, der Freisetzung von Neurotransmittern, des axonalen Transports oder der Beschaf-
fenheit von Zellmembranen wurden in verschiedenen experimentellen Modellen beobach-
tet [114].
Fu¨r die vorliegende Arbeit von besonderer Bedeutung sind die Interaktionen von Alumini-
um mit Tau und anderen Proteinen. Eine Besonderheit des Aluminiums liegt beispielsweise
in seiner Fa¨higkeit, andere Metallionen wie Mg2+ oder Cu2+ aus Proteinbindungsstellen
zu verdra¨ngen und so als Inhibitor metallionenabha¨ngiger Enzyme zu fungieren [115]. Des
Weiteren kann Aluminium auch direkt an die Reste der Aminosa¨uren Tyrosin und Histidin
sowie an phosphorylierte Aminosa¨uren binden [114].
Die Interaktion mit Aluminium kann bei einigen Proteinen auch zu Konformationsa¨nde-
rungen fu¨hren. Dies betrifft neben Proteinen wie Transferrin, Calmodulin oder Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) auch solche, die mit neurodegenerativen Erkrankungen
assoziiert sind, wie beispielsweise α-Synuclein oder Aβ [114]. Eine weitere Einflussmo¨glich-
keit des Aluminiums auf das Protein Tau besteht in der Modifikation des Phosphorylie-
rungsstatus des Proteins. So konnte sowohl eine Inhibition der Tau-Dephosphorylierung
als auch eine Aluminium-vermittelte nichtenzymatische Phospho-Inkorporation in experi-
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mentellen Modellen nachgewiesen werden [116,117]. Letztere ging mit einem proaggregato-
rischen Effekt des Aluminiums auf das Protein Tau einher [117], wobei mo¨glicherweise die
bereits bei Neurofilament beobachtete Fa¨higkeit des Aluminiums zur β-Faltblatt-Induktion
eine Rolle spielen ko¨nnte [118].
Da sich die hier vorliegende Arbeit hauptsa¨chlich mit dem Tau-Protein befasst, werden im
nachfolgenden Abschnitt die bisherigen Erkenntnisse zur Interaktion von Aluminium und
Tau in verschiedenen experimentellen Modellen zusammengefasst.
Interaktion von Aluminium und Tau in verschiedenen experimentellen Model-
len
In vitro
Ein Einfluss von Aluminium auf die Tau-Aggregation konnte mittlerweile in zahlreichen
in vitro Modellen belegt werden. Wa¨hrend sich in manchen Studien bereits ein proaggre-
gatorischer Effekt des Metalls auf unphosphoryliertes Protein zeigte [119], konnten ande-
re Arbeitsgruppen eine Tau-Aggregation lediglich bei pseudophosphoryliertem [120] oder
hyperphosphoryliertem PHF-Tau [121, 122], nicht jedoch bei unphosphoryliertem Protein
nachweisen. Li et al. zeigten eine 3,5fach erho¨hte Aggregationsneigung des Tau-Proteins
nach Phosphorylierung [123]. Mehrere Autoren stellten u¨berdies fest, dass sich in Gegen-
wart von Aluminium nicht die Alzheimer-typischen PHF, sondern amorphe Aggregate bil-
den [119, 122, 124]. Neben der Tau-Aggregation ko¨nnte Aluminium u¨berdies die Expres-
sion von Tau fo¨rdern. Versuche an kultivierten Neuronen aus dem Cortex von Ratten
zeigten, dass die Langzeit-Applikation von Aluminium zur Akkumulation von Tau und
Aβ fu¨hrt [125, 126]. Andere Arbeitsgruppen fanden Hinweise auf eine Induktion der Tau-
Phosphorylierung [127] bzw. eine verminderte Dephosphorylierung des Proteins in Gegen-
wart von Aluminium [116].
Untersuchungen an Pra¨paraten von AD-Patienten
NFTs sind eines der zentralen neuropathologischen Merkmale der Alzheimer’schen Erkran-
kung. Um die Relevanz der in vitro akquirierten Daten fu¨r die eigentliche Erkrankung zu
pru¨fen, haben zahlreiche Forschungsgruppen Untersuchungen an post-mortem Pra¨paraten
neuropathologisch gesicherter Alzheimer-Fa¨lle durchgefu¨hrt.
Bezu¨glich des Aluminiumgehalts in Gehirnen von Alzheimer-Patienten gibt es widerspru¨chli-
che Daten. Wa¨hrend einige Gruppen keinen Unterschied zwischen Alzheimer-Patienten und
Kontrollen feststellen konnten [128,129], fanden andere einen erho¨hten Aluminiumgehalt in
Gehirnen von AD-Patienten [130,131]. In mehreren Studien gelang der Nachweis erho¨hter
Al-Konzentrationen im Hippocampus verglichen mit anderen Hirnregionen [128] bzw. ge-
genu¨ber Kontrollschnitten gesunder Patienten [132]. Es konnte auch gezeigt werden, dass
Aluminium im Laufe des Lebens im Gehirn akkumuliert [133].
Mit verschiedenen Untersuchungsmethoden wie Laser-Mikrosonden Massenanalyse (LAM-
MA) [134] oder einer Kombination aus Ro¨ntgenspektrometrie und Elektronen-Mikroskopie
(EM) [135] konnten Aluminium und NFTs in Neuronen von Alzheimer-Gehirnen koloka-
lisiert werden. Walton zeigte mit einer eigens entwickelten Fa¨rbetechnik, dass Aluminium
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mit NFTs im fru¨hen wie fortgeschrittenen Stadium der Zelldegeneration im Zytoplasma
vergesellschaftet ist [136].
Andere Arbeitsgruppen demonstrierten, dass Hirnschnitte von AD-Patienten nach Inkuba-
tion mit Aluminiumlo¨sung eine selektiv verminderte Immunoreaktivita¨t fu¨r Tau aufweisen
[121]. Mit Hilfe von Chelatoren konnte nachgewiesen werden, dass die Tau-Immunoreaktivita¨t
unbehandelter Hirnschnitte durch Aluminium vermindert wird [137]. Dies legt die Vermu-
tung nahe, dass Aluminium direkt an Tau-Protein in NFTs von Alzheimer-Gehirnen bindet
und so Antigene ga¨ngiger Tau-Antiko¨rper maskiert.
In vivo
Klatzo und Terry fanden bereits 1965 neurofibrilla¨re Ablagerungen in Hirnschnitten adulter
Hasen nach intrazerebraler Injektion von Aluminium-Chlorid [112,113]. Jedoch zeigten sich
bereits damals strukturelle Unterschiede zwischen den so erzeugten Ablagerungen und den
Alzheimer-typischen NFTs [112]. Erste immunologische Untersuchungen deuteten darauf
hin, dass Aluminium-induzierte Neurofibrillen im Gegensatz zu den vorwiegend aus Tau-
Protein bestehenden Alzheimer-NFTs lediglich aus Neurofilament bestehen [138]. Spa¨tere
Arbeiten konnten jedoch außerdem Immunreaktivita¨t auf phosphoryliertes Tau, Aβ, α-1-
Antichymotrypsin und Ubiquitin demonstrieren, allesamt Proteine, die sich auch in den Fi-
brillen der Alzheimer’schen Erkrankung nachweisen lassen [139–141]. Savoury et al. zeigten
daru¨ber hinaus, dass ab Tag 3 nach Aluminium-Injektion zuna¨chst unphosphoryliertes, ab
Tag 6-8 schließlich phosphoryliertes Tau-Protein nachweisbar ist [141]. Solche Aluminium-
induzierten Ablagerungen treten dabei in denselben Hirnregionen auf wie die NFTs der
Alzheimer’schen Erkrankung [142], und a¨ltere Versuchstiere zeigten sich vulnerabler fu¨r
Al-induzierte Scha¨den als junge [143]. Studien an Ratten zeigten, dass Aluminium, das
zusammen mit PHF-Tau intrazerebral injiziert wurde, den Abbau des PHF-Tau verzo¨ger-
te und die Einlagerung von Aβ und Ubiquitin in die Tau-Aggregate fo¨rderte [121]. Nach
oraler Gabe von Aluminium zeigten Ma¨use eine Aluminium-Anreicherung im Gehirn so-
wie Neurodegeneration und eine Akkumulation phosphorylierten Tau-Proteins [144, 145],
wenngleich andere Arbeitsgruppen dies an Hasen nicht nachweisen konnten [146].
Obwohl auch die Ergebnisse der tierexperimentellen Untersuchungen nicht zuletzt wegen
unterschiedlicher Untersuchungstechniken insgesamt inhomogen waren, so weisen sie in
der Summe doch auf einen Zusammenhang zwischen Tau-Aggregation und Aluminium-
Exposition hin.
Epidemiologischer Zusammenhang von Aluminium und M. Alzheimer
Neben laborexperimenteller Forschung wurden auch zahlreiche epidemiologische Studien
zur Kla¨rung eines mo¨glichen a¨tiologischen Zusammenhangs zwischen Aluminium und Alz-
heimer durchgefu¨hrt. Eine zentrale Fragestellung war hierbei eine mo¨gliche Verbindung
zwischen dem Aluminiumgehalt im Trinkwasser und der Inzidenz kognitiver Beeintra¨chti-
gung. In mehr als 15 Studien zeigte sich hierbei ein Zusammenhang zwischen Demenz
und Aluminiumgehalt des Trinkwassers [147]. Eine Studie in England und Wales zeig-
te beispielsweise ein 1,5faches Erkrankungsrisiko in Gegenden, deren Trinkwasser mehr
1.2 Die Rolle von Metallionen in der Alzheimer’schen Erkrankung 12
als 0,11 mg/l Aluminium enthielt, gegenu¨ber Regionen mit einem Trinkwassergehalt von
unter 0,01 mg/l. Dieser Zusammenhang zeigte sich fu¨r keine andere neurologische Erkran-
kung außer der Alzheimer-Demenz [148]. Forbes et al. konnten nachweisen, dass neben
niedrigen Aluminium-Spiegeln im Trinkwasser auch hohe Fluorid-Konzentrationen und
ein neutraler pH einen protektiven Effekt auf die Entwicklung kognitiver Beeintra¨chtigung
haben [149,150]. Andere Forschungsgruppen fanden wiederum keinen Zusammenhang zwi-
schen Aluminiumgehalt des Trinkwassers und der Alzheimer-Demenz [147,151]. Wettstein
et al. untersuchten insgesamt 800 Probanden im Alter von 81-85 Jahren, die in den letz-
ten 15 Jahren in Gebieten mit einem Aluminiumgehalt des Trinkwassers von 0,1 mg/l
bzw. 0,004 mg/l gelebt hatten. Zwischen beiden Gruppen ließ sich kein signifikanter Un-
terschied der kognitiven Fa¨higkeiten feststellen [152]. Trotz der heterogenen Ergebnislage
empfahl die WHO einen Grenzwert von 0,2 mg/l Aluminium im Trinkwasser [153]. Die
”
US Environmental Protection Agency“ setzte 1985 einen Grenzwert von 0,05 mg/l fest,
die
”
European Economic Community“ beschloss 0,2 mg/l als oberen Grenzwert [147].
Die Entdeckung des olfaktorischen Systems als mo¨glichem Aufnahmeweg von Aluminium
aus der Atemluft initiierte eine Reihe von Studien, die sich mit dem Expositionsrisiko von
Berufsgruppen wie Schweißern oder Gießereiarbeitern befassten. Auch in diesen Studien
ergab sich ein heterogenes Bild. Wa¨hrend einige Forschungsgruppen beispielsweise leichte
kognitive Sto¨rung (mild cognitive impairment, MCI) [154], verminderte psychomotorische
Reaktion [155] oder Sto¨rungen in Kurzzeitgeda¨chtnis und Lernen nachweisen konnten [156],
zeigten andere Studien keinen Zusammenhang zwischen kognitiver Beeintra¨chtigung und
Aluminiumexposition [157–159]. Insgesamt ermo¨glichen die bisherigen epidemiologischen
Ergebnisse keine eindeutige Besta¨tigung einer kausalen Rolle des Aluminiums in der Pa-
thogenese oder Progression der Alzheimer’schen Erkrankung, ko¨nnen diese jedoch auch
nicht widerlegen.
Aluminium als therapeutischer Ansatzpunkt der Alzheimer’schen Erkrankung
Wenngleich der Kausalzusammenhang zwischen M. Alzheimer und Aluminium noch unzu-
reichend gekla¨rt ist, so gab es doch bereits vereinzelt Versuche, durch Senkung der Alumi-
niumlast des Ko¨rpers die Progredienz der Alzheimer-Demenz zu unterbinden. Zwei Studien
wiesen auf eine mo¨gliche protektive Rolle von Silikat im Trinkwasser hin. In beiden Stu-
dien traten kognitive Symptome vorwiegend bei Patienten auf, deren Trinkwasser niedrige
Silika-Spiegel enthielt [160,161]. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Silikat die renale
Elimination von Alumnium fo¨rdert [162].
Ein weiterer Ansatz bescha¨ftigte sich mit Chelatoren als therapeutischer Option. Nach in-
tramuskula¨rer Injektion des Chelators Deferoxamin Mesylat verlangsamte sich der Verlust
der Fertigkeiten des ta¨glichen Lebens, der u¨blicherweise mit der Alzheimer-Demenz ein-
hergeht [163]. Allerdings konnte der Chelator die Progression der Erkrankung insgesamt
nicht verzo¨gern, und die Studie gilt aufgrund methodischer und statistischer Schwa¨chen
insgesamt als umstritten [164]. Im Tiermodell war Aluminium-induzierte Neurodegenera-
tion zwar partiell durch Deferoxamin reversibel, eine prophylaktische Wirkung zeigte die
Substanz jedoch nicht [165]. Schlussendlich konnte sich Deferoxamin auch aufgrund der
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fehlenden Mo¨glichkeit zur oralen Substitution, der hohen Therapiekosten und Nebenwir-
kungen als Therapeutikum nicht durchsetzen [164].
1.2.2 Eisen
Da Aluminium und Eisen a¨hnliche Liganden [166] sowie gemeinsame Mechanismen des
extra- und intrazellula¨ren Transports aufweisen [107], wurde auch die Rolle dreiwertiger
Eisenionen in Bezug auf die Alzheimer’sche Erkrankung bereits in mehreren Studien unter-
sucht. In post-mortem Pra¨paraten von Alzheimer-Patienten war ein erho¨hter Eisengehalt in
Hippocampus und Amygdala gegenu¨ber Kontrollpra¨paraten nachweisbar [167, 168]. Auch
in vivo konnte ein erho¨hter Eisengehalt in den Basalganglien, nicht jedoch im frontalen Cor-
tex von Alzheimer-Patienten gegenu¨ber gesunden Kontrollen nachgewiesen werden [169].
Detailiertere Untersuchungen zeigten, dass sowohl Fe3+ als auch Fe2+ in NFTs nachweisbar
ist [134, 170, 171]. Smith et al. fanden als mo¨gliche Ursache der Fehlverteilung von Eisen
im Gehirn einen erho¨hten Gehalt des Eisen-Regulationsproteins 2 (iron regulatory protein
2, IRP-2) in Neuronen von Alzheimer-Gehirnen, insbesondere in unmittelbarer Na¨he in-
traneuronaler NFTs [172].
Eine Vielzahl von Studien schreibt die mo¨gliche Rolle des Eisens in der Alzheimer’schen
Erkrankung vor allem der Tatsache zu, dass redox-aktive Eisenionen den oxidativen Stress
in Zellen erho¨hen und so zur Nervenzellscha¨digung beitragen ko¨nnen [171, 173, 174]. Auch
eine Interaktion von Aluminium und Eisen bei der Erzeugung oxidativen Stresses wurde
von einigen Autoren postuliert [175,176].
Fu¨r die vorliegende Arbeit von gro¨ßerer Bedeutung sind jedoch die Ergebnisse anderer
Forschungsgruppen, die zeigen konnten, dass Fe3+-Ionen einen proaggregatorischen Effekt
auf PHF-Tau [122] sowie auf α-Syn ausu¨ben [177].
A¨hnlich den Erkenntnissen zu Aluminium konnten Yamamoto et al. zeigen, dass Fe3+ Epi-
tope phospho-Tau spezifischer Antiko¨rper maskiert. Nach Dephosphorylierung findet hin-
gegen keine Maskierung Tau-spezifischer Antiko¨rper statt, die Eisenbindung scheint also
vom Phosphorylierungsstatus des Proteins abha¨ngig zu sein [122]. Daru¨ber hinaus induzier-
te Fe3+ im Gegensatz zu Fe2+ die Aggregation von PHF-Tau, nicht jedoch von dephospho-
ryliertem oder rekombinantem, unphosphoryliertem Tau-Protein [122]. Die Aggregation er-
folgt hierbei konzentrationsabha¨ngig bereits in Konzentrationen, die unter physiologischen
Bedingungen im Gehirn vorherrschen. Setzten die Forscher aus Alzheimer-Gehirnen isolier-
tes, aggregiertes PHF-Tau reduzierenden Bedingungen aus, so zeigte sich eine Auflo¨sung
der Aggregate unter Freisetzung von Fe2+ [122].
Ein wesentlicher Unterschied zwischen Al3+ und Fe3+ besteht in der Stabilita¨t der Bindung
an das Protein und der gebildeten Aggregate: wa¨hrend die Fe3+-induzierte Aggregation und
die Maskierung der PHF-Tau Epitope unter reduzierenden Bedingungen reversibel sind,
bleiben sie bei Al3+ auch im reduzierenden Milieu bestehen. Schlussendlich zeigten elek-
tronenmikroskopische Untersuchungen, dass auch die Fe3+-induzierten Aggregation keine
paarigen Filamente, sondern amorphe Aggregate hervorbringt [122].
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1.3 Tau als Phosphoprotein und die Rolle der GSK-3β
1.3.1 Tau als Phosphoprotein
Das Protein Tau wurde bereits 1977, damals in seiner Rolle als Mikrotubuli-stabilisierender
Faktor, als Phosphoprotein identifiziert [7]. Gro¨ßere Bedeutung wurde dieser Tatsache al-
lerdings erst spa¨ter beigemessen, als sich herausstellte, dass Tau die Hauptkomponente der
Alzheimer-typischen NFTs ist, und dass das Protein in diesen Filamenten in hyperphos-
phoryliertem Zustand vorliegt [82, 178].
Physiologische und pathologische Phosphorylierung des Tau-Proteins
Mittlerweile ist bekannt, dass Tau zwar auch im gesunden Gehirn etwa 2-3 Phosphate pro
Proteinmoleku¨l inkorporiert, in der Alzheimer’schen Erkrankung jedoch neben erho¨hten
Mengen des Proteins auch ein pathologisches Phosphorylierungsmuster mit etwa 2-4fach
erho¨htem Phosphatgruppenspiegel vorliegt [179–182]. Auch konnte durch immunzytoche-
mische Methoden nachgewiesen werden, dass die Phosphorylierung des Proteins zumin-
dest teilweise bereits vor der Ausbildung von NFTs stattfindet, was eine Beteiligung der
Phosphorylierung am Prozess der Fibrillenbildung denkbar macht [183]. Im Liquor von
Alzheimer-Patienten ist daru¨ber hinaus ein erho¨hter Gehalt an phosphoryliertem Tau nach-
weisbar. Hierbei korreliert der Anteil an Phospho-Tau mit dem neuropathologischen Sta-
dium [184]. In einer Studie eignete sich die Thr231-Phosphorylierung des im Liquor enthal-
tenen Tau-Proteins zur Differentialdiagnose von Alzheimer und Demenz mit Lewy-Bodies,
die Thr181-Phosphorylierung zur Abgrenzung der Frontotemporalen Demenz [185].
Mittlerweile sind zahlreiche Alzheimer-spezifische Phosphorylierungsstellen des Tau-Proteins
bekannt. Antiko¨rper gegen spezifische Phospho-Epitope, wie der auch in dieser Arbeit
verwendete AT-8 (Ser202, Thr205), sowie AT-100 (Ser199, Ser202, Thr205, Thr212, Ser214)
oder AD-2 (Ser396, Ser404) werden neben anderen in der neuropathologischen Diagnostik
der Alzheimer’schen Erkrankung eingesetzt [186–188]. Mit a¨hnlichen Antiko¨rpern gelingt
auch der Nachweis phosphorylierten Tau-Proteins in anderen Tauopathien wie etwa in den
Pick’schen Ko¨rperchen, der FTDP-17 oder den NFTs der Kortikobasalen Degeneration
oder der Progressiven Supranuklea¨ren Blickparese [189]. Auch konnte gezeigt werden, dass
einige Tau-Mutationen der Frontotemporalen Demenz zu erho¨hter Phosphorylierung des
Proteins fu¨hren [190].
Physiologische und pathophysiologische Funktionen der Tau-Phosphorylierung
Auch im gesunden Gehirn ist das Protein Tau zu einem gewissen Grad phosphoryliert [180].
Diese Beobachtung legt den Schluss nahe, dass die Phosphorylierung des Tau-Proteins auch
physiologische Funktionen erfu¨llt.
Dem Tau-Protein kommt eine zentrale Rolle bei der Stabilisierung von Mikrotubuli zu [191].
Die Bindung des Proteins an Mikrotubuli wird hierbei durch Phosphorylierung spezifischer
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Proteinabschnitte gesteuert. Wa¨hrend die Phosphorylierung bestimmter Aminosa¨uren vor-
wiegend in der repeat-Region zu starker Dissoziation des Proteins von Mikrotubuli fu¨hrt
und in vitro sogar deren Destabilisierung zur Folge haben kann [192, 193], haben Phos-
phorylierungen außerhalb dieser Region nur einen geringen inhibitorischen Einfluss auf
die Bindung des Tau-Proteins an Mikrotubuli [16,194]. Als mo¨gliche Enzyme einer solchen
Phosphorylierung kommen vor allem Cdk5 und die Glykogen Synthase Kinase 3β (GSK-3β)
in Betracht, die beide intrazellula¨r mit Mikrotubuli kolokalisiert sind [195, 196]. Der be-
schriebene disruptive Effekt auf Mikrotubuli kann auch durch hyperphosphoryliertes, aus
AD-Gehirnen aufgereinigtes Tau-Protein erzeugt werden [197]. Auch wurde beobachtet,
dass hyperphosphoryliertes, lo¨sliches Tau-Protein andere Mikrotubuli-assoziierte Proteine
(MAP) von Mikrotubuli sequestrieren kann und so deren Stabilita¨t sowie den axonalen
Transport sto¨rt [190, 198, 199]. Fibrilla¨res, hyperphosphoryliertes Protein Tau hat hinge-
gen keinen destabilisierenden Einfluss [200]. Diese Beobachtungen legen die Vermutung
nahe, dass Alzheimer-typisches, hyperphosphoryliertes Tau-Protein ursa¨chlich an der in
Gehirnen von AD-Patienten beobachteten abnormen Mikrotubuli-Ausrichtung und dem
gesto¨rten axonalen Transport beteiligt ist [201–203].
Die Stabilisierung von Mikrotubuli spielt auch eine entscheidende Rolle bei der Ausspros-
sung von Neuriten. Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Ausbildung von Zellfortsa¨tzen
bei Neuronen stark von der Phosphorylierung spezifischer Tau-sites abha¨ngig ist. Die Mi-
krotubuli Affinita¨ts-regulierende Kinase 2 (MARK2) phosphoryliert sites, die die Bindung
des Proteins an Mikrotubuli regulieren. Inhibiert man diese Phosphorylierung, fu¨hrt dies
zur Retraktion bzw. verminderten Aussprossung von Neuriten [204,205]. Daraus schlossen
die Forscher, dass eine tempora¨re Ablo¨sung des Tau-Proteins von Mikrotubuli zur Ausbil-
dung solcher Nervenzellfortsa¨tze vonno¨ten ist. Die Inaktivierung der Kinase GSK-3β, die
die Phosphorylierung von Tau-Motiven außerhalb der repeat-Region vermittelt, fu¨hrte zur
Aussprossung von Neuriten [206], wa¨hrend die Aktivierung des Enzyms die Retraktion von
Neuriten zur Folge hatte [207,208].
Schlussendlich vermindert die Phosphorylierung des Tau-Proteins auch dessen Degrada-
tion, beispielsweise durch Calpain [209, 210]. Dieser Mechanismus stellt ein weiteres Er-
kla¨rungsmodell des erho¨hten Tau-Pools in AD-Neuronen dar.
Tau-Kinasen
Fu¨r einige Enzyme konnte bisher gezeigt werden, dass sie die Phosphorylierung des Tau-
Proteins vermitteln. Diese Tau-Kinasen ko¨nnen anhand ihrer Zielmotive auf dem Protein in
zwei Gruppen eingeteilt werden. Die Gruppe der Prolin-gelenkten Proteinkinasen (prolin-
directed protein kinases, PDPK) umfasst neben der GSK-3β [211–214] auch die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (ERK 1/2) [215, 216], die Jun N-terminale Kinase (JNK1) [217]
und die Cyclin-abha¨ngigen Kinasen Cdk5 und Cdc2 [196,218].
Die Gruppe der nicht Prolin-gelenkten Proteinkinasen (NPDPK) beinhaltet unter ande-
rem die Enzyme Protein Kinase A (PKA) [187, 219], Casein Kinase 1/2 [220, 221] und
MARK [193]. Letztere phosphoryliert Tau an KXGS-Motiven, die sich auch in der repeat-
Region des Proteins (Ser262) finden [192]. U¨ber die pathophysiologische Bedeutung vieler
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dieser Kinasen herrscht jedoch weitgehend Unklarheit. Die meisten Arbeiten bescha¨ftigten
sich bisher mit dem Einfluss der Glykogen Synthase Kinase 3β, die auch in dieser Arbeit
Verwendung fand und in den nachfolgenden Abschnitten vorgestellt wird.
1.3.2 Glykogen Synthase Kinase 3β
Enzym, Funktion, Regulation
Die erste bekannte und namensgebende Funktion der GSK-3β war die Phosphorylierung
und damit Inaktivierung der Glykogen Synthase [222]. Die GSK-3 liegt in zwei Isoformen
(α, β) vor, die von verschiedenen Genen kodiert werden, aber 85% Sequenzhomologie auf-
weisen [223]. Bis heute konnten zahlreiche weitere Substrate vor allem im Bereich der Tran-
skriptionsfaktoren identifiziert werden, die durch GSK-3β meist inhibiert werden [224–228].
Eine Ausnahme bildet hier der Transkriptionsfaktor p53, dessen Aktivita¨t durch GSK-3β
gesteigert wird [229].
Die Glykogen Synthase Kinase wird dabei selbst durch zahlreiche Systeme moduliert. Die
Aktivierung der GSK-3β erfolgt u¨ber ihre Phosphorylierung an Ser9, ihre Inaktivierung
findet in gleicher Weise an Tyr216 statt [230,231].
Zu den Inhibitoren der GSK-3β za¨hlt unter anderem auch die Kinase Akt, deren Akti-
vierung z.B. durch Insulin und IGF-1 erfolgt und mit einer erho¨hten U¨berlebensrate von
Zellen in Verbindung gebracht wurde [232–234]. Auch die Kinase Cdk-5, die neben der
GSK auch das Protein Tau phosphoryliert, u¨bt einen direkten inhibitorischen Einfluss auf
das Enzym aus [235–237]. Andere Autoren wiederum konnten darstellen, dass bestimm-
te Tau-sites nur nach vorangegangener Phosphorylierung nahegelegener Proteinabschnitte
durch Cdk-5 Substrate der GSK-3β sind [238]. Dieser Vorgang der sequentiellen Phospho-
rylierung wird als priming bezeichnet. Andere direkte oder indirekte GSK-Inhibitoren, die
auch Tau als Substrat haben, sind PKA und MAP-Kinase [239,240].
Auf der Seite der Aktivatoren fungiert die Tyrosin-Kinase fyn als mo¨gliche Verbindung
zwischen Aβ- und Tau-Pathologie. Bei Aβ handelt es sich um ein extrazellula¨res amy-
loidogenes Protein, dem ebenfalls eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des M. Al-
zeimer zugeschrieben wird. In neuronaler Zellkultur aktiviert fyn die GSK-3β und so-
mit die Tau-Phosphorylierung nach kurzer Zellbehandlung mit Insulin [241], und auch
nach Inkubation mit Aβ findet sich eine fyn-vermittelte transiente Erho¨hung der Tau-
Phosphorylierung [242]. Neben diesen ersten Hinweisen gibt es zahlreiche weitere Belege
fu¨r eine Schlu¨sselrolle der GSK-3β in der pathologischen Hyperphosphorylierung des Tau-
Proteins, die nachfolgend zusammengefasst werden.
GSK-3β und Tau
GSK generiert Alzheimer-typische Phosphorylierungsmuster
Die Phosphorylierung des Tau-Proteins durch GSK-3β wurde bereits in zahlreichen ex-
perimentellen Modellen in vitro und in vivo nachgewiesen, von denen einige hier kurz
vorgestellt werden [213, 243–245]. Die Antigene zahlreicher phospho-Tau spezifischer An-
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tiko¨rper, die in der Alzheimer-Diagnostik eingesetzt werden, lassen sich in vitro und in
vivo mit dem Enzym allein oder in Kombination mit anderen Kinasen generieren.
In Ma¨usen fu¨hrte die Expression einer aktiveren Form der GSK-3β zu vermehrtem Nach-
weis des AT-8 Epitops [246]. In einem anderen Versuch waren Hirnhomogenate GSK-3β +
hTau40 transgener Ma¨use positiv fu¨r die Epitope der Antiko¨rper AT-8, AT-180 und AD-2,
im Gegensatz zu Kontrollen [245].
In Zellkultur konnten nach Aktivierung von GSK-3β acht fu¨r PHF-Tau typische Epito-
pe nachgewiesen werden [212]. An Kulturen hippokampaler Hirnschnitte konnte gezeigt
werden, dass eine erho¨hte Aktivita¨t der Kinase mit einer Phosphorylierung der Epitope
der Tau-Antiko¨rper PHF-1 und Tau-1 einhergeht [247]. Im zellfreien Modell gelang die
Generierung des AT-100 Epitops durch sequentielle Phosphorylierung mit GSK-3β und
PKA [187]. Reynolds et al. konnten mittels Nanoelektrostpray Massenspektrometrie nach
in vitro Phosphorylierung des Proteins mit GSK-3β neun phospho-sites identifizieren, die
auch bei PHF-Tau phosphoryliert sind. Sa¨mtliche der in dieser Studie identifizierten sites
sind auch in PHF-Tau nachweisbar [248].
Wenngleich diese Ergebnisse eine pathophysiologische Rolle der Glykogen Synthase Kina-
se nahelegen, muss man beru¨cksichtigen, dass das Tau-Protein auch im normalen Gehirn
z.T. an PHF-typischen sites phosphoryliert ist, wenngleich in sehr viel geringerem Aus-
maß [249]. Der Nachweis, dass GSK-3β diese Phosphorylierungsmuster erzeugen kann, ist
daher kein endgu¨ltiger Beweis fu¨r eine Beteiligung des Enzyms an der Pathophysiologie
der Alzheimer’schen Erkrankung.
GSK-3β ist mit Alzheimer-typischen neuropathologischen Vera¨nderungen kolokalisiert
Zahlreiche Arbeiten konnten zeigen, dass die Glykogen Synthase Kinase 3β mit neurodege-
nerativen Vera¨nderungen assoziiert ist. In Hirnschnitten Tau + Amyloid Precursor Protein
(APP )transgener Ma¨use konnte GSK mit NFTs und granulovakuola¨rer Degeneration ko-
lokaisiert werden [250]. Western blot Untersuchungen an Hirnhomogenaten von Alzheimer-
Patienten zeigten, dass GSK-3β mit hyperphosphoryliertem Tau-Protein assoziiert ist [189].
Zahlreiche Studien an Hirnschnitten konnten nicht nur nachweisen, dass das Enzym bei
Alzheimer-Patienten mit NFTs kolokalisiert und seine Aktivita¨t leicht erho¨ht ist [251,252].
Es erwies sich auch, dass die aktive Form der GSK-3β mit pre-tangle Tau im Zytoplas-
ma kolokalisiert ist [253], und dass ihre Ausbreitung im AD-Gehirn parallel zur fibrilla¨ren
Tau-Pathologie mit dem Schweregrad der Neurodegeneration zunimmt. [254]. Ferrer et
al. zeigten u¨berdies, dass die GSK auch mit Tau-positiven histopathologischen Korrelaten
anderer neurodegenerativer Erkrankungen wie Progressiver Supranuklea¨rer Blickparese,
Kortikobasaler Degeneration und Morbus Pick assoziiert ist [189].
GSK-3β induziert PHF-Formation
Die Kolokalisation der GSK mit pathologischen Tau-Aggregaten macht die Vermutung,
dass die Kinase ursa¨chlich an der Formation von NFTs beteiligt ist, wahrscheinlicher.
Im zellfreien System konnte an rekombinantem und aus AD-Gehirnen aufgereinigtem Tau
gezeigt werden, dass die GSK-3β vermittelte Phosphorylierung die Aggregation beschleu-
nigt und zur Formierung PHF-artiger Aggregate fu¨hrt [255–257], wobei andere Autoren
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nur einen milden Effekt der Kinase feststellen konnten [194]. Daru¨ber hinaus fo¨rdert die
Phosphorylierung durch GSK-3β die Zusammenlagerung pra¨formierter Fibrillen zu NFT-
artigen Bu¨ndeln [258].
Durch Punktmutation von Serin zu Glutamat kann die Phosphorylierung eines Proteins an
spezifischen Stellen vorgeta¨uscht werden. Eine solche Pseudophosphorylierung von Ser396
und Ser404, die beide auch durch GSK phosphoryliert werden ko¨nnen, fu¨hrt in vitro zu
beschleunigter Aggregation und zur Ausbildung PHF-artiger Fibrillen [259].
In Hefepilzkulturen vermittelt das GSK-Analog Mds1 Hyperphosphorylierung und Aggre-
gation des Tau-Proteins [260]. Auch in einem Drosophila-Modell zeigen sich nach Tau-
U¨berexpression und Phosphorylierung durch ein GSK-Analogon NFT-artige Ablagerun-
gen [261]. Einige GSK + Tau transgene Mausmodelle zeigen eine Hyperphosphorylierung
des Tau-Proteins [245, 262], wa¨hrend NFT-Formation nur in wenigen Modellen erreicht
wird [263].
GSK, Tau und α-Synuklein
Auch dem α-Synuklein scheint eine Rolle bei der Phosphorylierung des Tau-Proteins zuzu-
kommen. Jensen et al. konnten an Hirnproben von Alzheimer-Patienten nachweisen, dass
α-Syn an die repeat-Region des Tau-Proteins bindet und dessen Phosphorylierung durch
Protein Kinase A stimuliert [264]. Eine andere Arbeitsgruppe fand eine zentrale Rolle
von α-Syn bei der GSK-vermittelten Phosphorylierung des Tau-Proteins in verschiedenen
Parkinson-Modellen, die das Zellgift 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP)
bzw. sein Abbauprodukt 1-Methyl-4-phenyl-pyridin (MPP+) zur Induktion Parkinson-a¨hn-
licher Pathologien nutzen. In Zellkultur steigt nur in Gegenwart von α-Syn der Anteil an
aktivierter GSK-3β, wa¨hrend die Gesamtmenge des Enzyms unvera¨ndert bleibt. Ohne α-
Syn bewirkte MPP+ keine Erho¨hung der aktiven GSK, und folglich auch keine gesteiger-
te Tau-Phosphorylierung [265]. Inhibition der GSK mit Lithium oder einem spezifischen
GSK-Inhibitor verla¨ngerte das U¨berleben der Zellen und verminderte sowohl die Phospho-
rylierung des Tau-Proteins als auch die Akkumulation von α-Syn [265]. Die Arbeitsgruppe
zeigte außerdem, dass Tau, α-Syn und GSK in Zellkultur heterotrimere Komplexe bilden,
und dass die Tau-GSK-Interaktion in Gegenwart von α-Syn gesteigert ist [265].
Im Mausmodell kann der Grad an aktiver GSK und somit die Tau-Phosphorylierung so-
wohl durch MPTP als auch durch U¨berexpression humanen α-Synukleins gesteigert werden,
wa¨hrend das Zellgift in α-Syn-knockout-Ma¨usen keine derartige Wirkung zeigt. Auch hier
blieb in jedem Fall die Gesamtmenge an GSK unvera¨ndert. In post-mortem Pra¨paraten
von PD-Patienten fand die Arbeitsgruppe ebenfalls vermehrt aktive GSK [265].
Zusammenha¨nge zwischen Alzheimer und Dysregulation der GSK-3β-vermittelten Tau-
Phosphorylierung
Die Aktivita¨t der GSK-3β wird in der Alzheimer’schen Erkrankung auf vielfa¨ltige Wei-
se beeinflusst. In Zellkultur fu¨hrt beispielsweise die Expression von APP-Fragmenten zur
U¨berexprimierung von GSK-3β [266].
Auch konnte an Hirnschnitten von Alzheimer-Patienten ein erho¨hte Aktivita¨t der GSK fest-
gestellt werden [252,253], wobei andere Arbeitsgruppen dies nicht verifizieren konnten [211].
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Die Identifikation einer GSK-3β Isoform, die mit spa¨t einsetzender Alzheimer-Erkrankung
assoziiert ist, sta¨rkt den Verdacht eines pathophysiologischen Zusammenhangs zwischen
Enzym und Erkrankung [267].
Die Aktivita¨t des Enzyms bzw. die Zahl der GSK-erzeugten phospho-sites kann jedoch
auch indirekt moduliert werden. So erho¨ht die Glykosylierung des Tau-Proteins dessen
Phosphorylierung durch Cdk-5 und GSK-3β [268], und ist insgesamt erho¨ht in Gehirnen
von Alzheimer-Patienten [269].
Aber auch eine verminderte Dephosphorylierung kann eine Erho¨hung des hyperphospho-
rylierten Tau-Pools zur Folge haben. Tau wird hauptsa¨chlich durch PP2A und zu gerin-
gem Anteil durch PP1, PP5 und PP2B dephosphoryliert [270]. Mehrere Studien zeigten,
dass die Dephosphorylierung des Tau-Proteins in AD-Gehirnen durch verminderte mRNA-
Expression oder Aktivita¨t der Phosphatasen herabgesetzt ist [271–274]. Neben anderen
Mechanismen scheint auch die aberrante Glykosylierung des Tau-Proteins in AD-Gehirnen
seine Dephosphorylierung zu vermindern [275].
Die pathologische Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins ist somit Ergebnis eines kom-
plexen Zusammenspiels verschiedener Tau-Kinasen, Phosphatasen, und Modulatoren der
Enzymaktivita¨t. Insgesamt machen die vorgestellten Ergebnisse eine Schlu¨sselrolle der
GSK-3β in der Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins in verschiedenen Tauopathien
wahrscheinlich.
GSK-3β und Lithium - Mo¨glichkeiten therapeutischer Intervention
Seit Lithium 1996 als relativ spezifischer Inhibitor der GSK-3β identifiziert wurde [276,
277], haben zahlreiche Arbeitsgruppen die Substanz bezu¨glich ihres Effekts auf die Tau-
Phosphorylierung untersucht. Die Inhibition der GSK-3β durch Lithium wurde in Zellkul-
tur durch Phosphorylierung des Enzyms und verminderte Expression vermittelt [278,279].
Sowohl in neuronaler Zellkultur [280] als auch in Ratten [281] konnte gezeigt werden, dass
Lithium die Phosphorylierung des Tau-Proteins mindert. In vitro hatte diese Inhibition die
Anlagerung von Tau an Mikrotubuli und damit deren Stabilisierung und Wachstum zur
Folge [282]. In Tau-transgenen Ma¨usen fu¨hrte die Behandlung mit Lithium nicht nur zu
verminderter Tau-Phosphorylierung und Aggregation, sondern minderte bei fru¨hem The-
rapiebeginn auch die axonale Scha¨digung und motorische Sto¨rungen [283,284].
In einer Pilotstudie an Patienten mit milder kognitiver Sto¨rung fu¨hrte eine 10-wo¨chige
Lithiumgabe nicht zur Reduktion von phospho-Tau bzw. gesamt-Tau im Liquor [285].
Eine andere Studie wiederum konnte zeigen, dass Patienten wa¨hrend oder nach Lithium-
Behandlung signifikant bessere Ergebnisse im mini mental state examination Test (MMSE)
erzielten [286]. Bisher ist die Studienlage zum therapeutischen Nutzen von GSK-Inhibitoren
jedoch noch unzureichend.
Insgesamt deuten die hier vorgestellten Ergebnisse auf eine zentrale Rolle sowohl der Tau-
Phosphorylierung als auch des Enzyms GSK-3β in der Pathogenese der Tauopathien hin.
Aus diesem Grund wurde dieses Enzym auch in dieser Studie zur Untersuchung der Aus-
wirkungen der Tau-Phosphorylierung auf Aggregationsprozesse in Lo¨sungen niedriger Mo-
larita¨t gewa¨hlt.
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1.4 Matrix Metalloproteinasen und die Alzheimer’sche
Erkrankung
1.4.1 Vorkommen und Funktion
Die Matrix-Metalloproteinasen (MMP) sind eine Gruppe strukturverwandter Zink-abha¨ngi-
ger Endopeptidasen, die vorwiegend fu¨r die Degradierung von Proteinen der extrazellula¨ren
Matrix (ECM) bekannt sind [287]. Die MMP-Familie umfasst bisher 25 bekannte Enzyme,
die sich nach ihren Substraten in fu¨nf Hauptgruppen untergliedern lassen:
Kollagenasen (MMP-1, -8, -13), Gelatinasen (MMP-2, -9), Stromelysine (MMP-3, -10),
Matrilysine (MMP-7, -26) und membrangebundene MMP (membrane type = MT-MMP
14-17, 23-25) [288]. Matrix-Metalloproteinasen werden als Pra¨pro-Enzyme synthetisiert
und als Zymogene sezerniert. Alle MMP bestehen aus den fu¨nf Grundbausteinen Signal-
peptid - Propeptid - katalytische Einheit - linker - ha¨mopexinartige Doma¨ne. Lediglich
MMP-7 und -23 besitzen keine ha¨mopexinartige Doma¨ne, und MMP-21 weist keinen lin-
ker auf. Daru¨ber hinaus verfu¨gen einige MMP u¨ber weitere funktionelle Einheiten wie z.B.
transmembran-Doma¨nen [287]. Die enzymatische Aktivita¨t der Zymogene wird durch die
Interaktion zwischen katalytischer Einheit und Propeptid inhibiert. Hierbei ligiert ein zen-
trales Cystein des Propeptids ein fu¨r die katalytische Aktivita¨t entscheidendes Zink-Atom,
was zur Inaktivierung des gesamten Enzyms fu¨hrt [289,290].
MMP spielen in vielfa¨ltigen physiologischen Prozessen wie Embryonalentwicklung, Gewe-
beumbau und -reparatur, Angiogenese und Morphogenese eine tragende Rolle, mit kom-
plexer Regulation auf der Transkriptionsebene durch Wachstumsfaktoren, Hormone und
Zytokine [291,292]. Ihre proteolytische Aktivita¨t unterliegt ebenfalls einer strengen Regu-
lation durch Zymogen-Aktivierung, α-Makroglobulin und TIMP (tissue inhibitor of metal-
loproteinases) [287].
Matrix-Metalloproteinasen spielen auch in zahlreichen pathologischen Prozessen eine Rolle.
So konnte beispielsweise eine Beteiligung von MMP-9 an Rupturereignissen atherosklero-
tischer Carotisplaques nachgewiesen werden [293], und die Gelatinasen MMP-2 und -9 wa-
ren u¨berexprimiert in Biopsieproben von Plattenepithelkarzinomen des Oesophagus [294].
Weitere Erkrankungen, in denen eine Beteiligung von MMP nachgewiesen wurde, umfassen
Asthma [295], Arthritis [296], zahlreiche weitere maligne Entita¨ten [297, 298] sowie ZNS-
Erkrankungen wie Multiple Sklerose oder neurodegenerative Erkrankungen [299,300].
Lange Zeit standen die extrazellula¨ren Funktionen der Matrix-Metalloproteinasen im Zen-
trum des wissenschaftlichen Interesses. Mittlerweile gibt es jedoch zahlreiche Hinweise, die
auf eine Rolle der MMP als Modulatoren von Proteinen der Zelloberfla¨che und Regula-
toren intrazellula¨rer Prozesse hindeuten. So wurde beispielsweise die aktive 45 kDa-Form
von MMP-1 im Nukleus und and der Außenfla¨che von Mitochondrien zahlreicher Zellty-
pen einschließlich Zellen glialen Ursprungs nachgewiesen. Das Expressionslevel variierte
hierbei je nach Zellzyklusphase, was auf eine Beteiligung an der Regulation des Zellzyklus
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hindeuten ko¨nnte [301]. An Neuroblastomzellen war auch eine zentrale Rolle von MMP-9
am Zellzyklus nachweisbar. Hierbei zeigten sich spezifische intrazellula¨re Verteilungsmuster
des Enzyms in Abha¨ngigkeit vom Zellzyklus, und seine Inhibition verzo¨gerte die Mitose
und verlangsamte so die Proliferation [302]. Die aktive Form von MMP-3 spielt eine tra-
gende Rolle bei der stressinduzierten Apoptose dopaminerger Neuronen [303]. In humanen
Leberzellen konnte MMP-3 in Zytosol und Nukleus in Proben normaler und zirrhotischer
Organe nachgewiesen werden, wobei die aktive Form des Enzyms lediglich in den Nuklei
lokalisiert war. Des Weiteren fand sich MMP-3 in Nukleus und Zytosol kultivierter hepa-
tischer Myofibroblasten und HepG2-Zellen, wo die katalytische Aktivita¨t des Enzyms zu
einer Erho¨hung der Apoptoserate fu¨hrt [304]. Dieselbe Arbeitsgruppe identifizierte aus-
serdem eine kurze Peptidsequenz innerhalb der MMP-3, die fu¨r die Translokation in den
Nukleus entscheidend ist (nuclear localisation signal, NLS). Potentielle NLS fanden sich
auch in einigen anderen MMP (u.a. MMP-1, -2, -8, -10). Ein intrazellula¨rer Nachweis liegt
daru¨ber hinaus fu¨r MMP-2, -11 und -14 vor [305–307].
1.4.2 Limitierte Proteolyse des Tau-Proteins bei M. Alzheimer
Bereits seit La¨ngerem ist bekannt, dass das Protein Tau in neurodegenerativen Erkrankun-
gen neben anderen post-translationalen Modifikationen auch C-terminal trunkiert wird.
Dabei ist das Protein Substrat unterschiedlicher Proteasen, von denen bisher Calpain und
einige Caspasen, vor allem aber Caspase-3, identifiziert wurden [308–310]. Verschiedene
Caspasen spalten ein kurzes C-terminales Peptid hinter Position Asp421 ab, und das ent-
stehende Tau421-Fragment ist in der Mehrzahl der NFTs in AD-Gehirnen nachweisbar, fin-
det sich jedoch nicht in Gehirnen gesunder Kontrollen [311–313]. Der Gehalt an Tau421 in
NFTs korreliert mit dem Grad an klinischen Symptomen, und das trunkierte Protein zeigt
in vitro eine vermehrte Polymerisation gegenu¨ber intaktem Tau [311, 312, 314]. Ein weite-
res AD-spezifisches proaggregatorisches Fragment des Tau-Proteins ist Tau391 [259, 315].
Der Nachweis dieses Fragments in AD-Gehirnen ist limitiert auf fortgeschrittenere Krank-
heitsstadien und korreliert in seiner Ha¨ufigkeit sowohl mit den Braak-Kriterien der hi-
stopathologischen AD-Diagnostik als auch mit der klinischen Symptomatik [13, 314]. Bis
heute konnte die fu¨r dieses Fragment verantwortliche Protease jedoch nicht identifiziert
werden [316]. Hierbei kommen zahlreiche Enzyme in Betracht, da Proteasen generell un-
gefaltete Proteine als Substrat bevorzugen [317].
Die beschriebenen Fragmente sind neben der Alzheimer’schen Erkrankung auch bei PSP,
CBD sowie in Pick Bodies nachweisbar [318–320]. Insgesamt wird jedoch noch kontro-
vers diskutiert, ob die limitierte Proteolyse eher in fru¨hen oder in spa¨ten Stadien der
Tau-Aggregation auftritt, und welchen Stellenwert sie in der Pathophysiologie der Tauo-
pathien einnimmt [321–324]. Weitere Proteasen und Fragmente mu¨ssen indentifiziert und
das Zusammenspiel von Tau-Trunkierung und anderen post-translationalen Vera¨nderungen
wie der Phosphorylierung genauer untersucht werden, um die Bedeutung der limitierten
Proteolyse besser einstufen zu ko¨nnen. Von besonderer Bedeutung erscheint hierbei die
Erkenntnis, dass extrazellula¨re Aggregate trunkierten Tau-Proteins von Neuronen aufge-
nommen und auf benachbarte Neuronen u¨bertragen werden ko¨nnen, wo sie die Formierung
1.5 Konfokale Einzelmoleku¨lspektroskopie 22
fibrilla¨rer Aggregate auslo¨sen [325, 326]. In Anbetracht dieser Mechanismen erscheint es
notwendig, auch extrazellula¨re Proteasen hinsichtlich proaggregatorischer Einflu¨sse auf das
Tau-Protein zu untersuchen.
1.4.3 MMP-1, -3 und -9 in ZNS und Alzheimer
Im ZNS werden Matrix-Metalloproteinasen von Astroglia, Mikroglia und Neuronen syn-
thetisiert [327–329]. Ein erho¨hter Grad an MMP wurde in kortikalen und hippocampalen
Hirnproben [330] sowie im peripheren Blut von Alzheimer-Patienten nachgewiesen [329].
In Hirnproben von Alzheimer-Patienten ist MMP-9 immunhistochemisch in hippocampa-
len Neuronen [300] sowie in NFTs, senilen Plaques und Gefa¨ßwa¨nden nachweisbar [327].
Seine Synthese kann sowohl durch Aβ [331, 332] als auch durch Il-6 und TNF-α induziert
werden [333–336]. Dies ist von besonderem Interesse, da sowohl Il-6 als auch TNF-α in
Gehirn [337–340] und peripherem Blut [341–343] von Alzheimer-Patienten erho¨ht sind.
Beide Faktoren werden nach Stimulation durch Aβ von Mikroglia und Astrozyten sezer-
niert [344–346]. Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung von MMP-9 in der Pathogenese
der Alzheimer’schen Erkrankung liefert seine Fa¨higkeit, monomeres und fibrilla¨res Aβ-
Peptid in vitro und Plaques in situ zu degradieren [300,347].
Eine U¨berexpression von MMP-3 konnte in Hirnproben von Alzheimer-Patienten im un-
mittelbaren Umfeld seniler Plaques nachgewiesen werden, wobei dies im Hippocampus
geringer ausgepra¨gt war [348]. Außerdem wird das Enzym in Astrozyten und Neuronen
u¨berexprimiert, die zuvor mit Aβ1−40 behandelt wurden [349]. Auch die Expression von
MMP-3 kann durch Il-6 und TNF-α stimuliert werden [350,351]. Von Bedeutung erscheint
außerdem die Tatsache, dass MMP-3 die zymogenen Formen von MMP-1, 8, 9 und 13
aktivieren kann [348].
Eine erho¨hte Expression von MMP-1 konnte post-mortem im frontalen, parietalen und ok-
zipitalen Kortex von Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden [330]. A¨hnlich den zuvor
beschriebenen Enzymen kann auch die Synthese von MMP-1 durch Il-6 induziert wer-
den [350, 352]. Im Falle von TNF-α ist dies auch mo¨glich, erfordert jedoch, zumindest in
Monozyten, die Pra¨senz eines weiteren Faktors, GM-CSF [353].
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die hier besprochenen MMP im Gehirn von
Alzheimer-Patienten in pathologisch vera¨nderten Arealen u¨berexprimiert werden, und dass
ihre Synthese durch Zytokine stimuliert werden kann, die ebenfalls topisch wie systemisch
bei AD-Patienten erho¨ht sind. Ausserdem scheinen sie eine Rolle in der Homo¨ostase der
senilen Plaques zu spielen. Ein Zusammenhang mit der Tau-Pathologie wurde bisher nicht
untersucht.
1.5 Konfokale Einzelmoleku¨lspektroskopie
Die konfokale Einzelmoleku¨lspektroskopie ist ein relativ junges Verfahren zur Erfassung
des Diffusionsverhaltens einzelner Moleku¨le. Die Technik macht sich sie Tatsache zu Nutze,
dass Moleku¨le in Lo¨sungen nicht statisch sind, sondern sich nach der Brown’schen Moleku-
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larbewegung in permanenter Bewegung befinden, abha¨ngig von Moleku¨lgro¨ße, Temperatur
und Za¨higkeit des Mediums. Betrachtet man einen statischen, freien Fokus innerhalb einer
Lo¨sung, lassen die Schwankungen der lokalen Moleku¨lkonzentration Ru¨ckschlu¨sse auf An-
zahl, Diffusionszeit und damit auch Gro¨ße dieser Moleku¨le zu [354].
Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
(FCS), fluorescence intensity distribution analysis (FIDA) und Scanning for intensely fluo-
rescent targets (SIFT) basieren auf dieser Technologie. Diese Verfahren nutzen wahlweise
einen oder zwei Laser unterschiedlicher Wellenla¨nge, um fluoreszenzmarkierte Partikel in
Lo¨sungen in einem begrenzten Fokus anzuregen. Angeregte Partikel emittieren wiederum
Photonen, die von Avalanche Einzelphotonendetektoren fu¨r beide Emissionswellenla¨ngen
getrennt aufgezeichnet werden.
Im Falle der FCS findet ein statischer Laserfokus von etwa 1 fl Volumen Anwendung, in dem
Partikel angeregt werden ko¨nnen. Deren gemessene Emissionswerte lassen u¨ber verschie-
dene Auswertungsmethoden Aussagen u¨ber Diffusionszeit, Partikelzahl und -gro¨ße zu. In
der Zweikanal-FCS werden zwei Laser unterschiedlicher Wellenla¨nge verwendet, deren Foci
sich komplett u¨berlagern. Dies la¨sst neben Einzelanalysen der unterschiedlich markierten
Partikel auch Aussagen u¨ber deren Interaktion in der Lo¨sung zu. Der besondere Vorteil der
FCS gegenu¨ber den meisten anderen Methoden der Proteinanalytik liegt auch darin, dass
Partikel selbst in subpicomolarer Konzentration noch detektiert werden ko¨nnen [355]. Im
Gegensatz zu zahlreichen in vitro Methoden und U¨berexpressions-Modellen erlaubt dies
eine Analyse des Partikelverhaltens in physiologischen Konzentrationen.
Bei pathophysiologischen Aggregationsvorga¨ngen entstehen mitunter sehr große Aggrega-
te, wie beispielsweise die Alzheimer-typischen PHF. Betrachtet man Lo¨sungen mit sehr
geringer Partikelkonzentration, sinkt die Wahrscheinlichkeit, solch große Aggregate in ei-
nem begrenzten Zeitintervall in einem kleinen Fokus zu erfassen. Bei der SIFT-Methode
wird das untersuchte Volumen maximiert, indem der Fokus durch das Probengefa¨ß ma¨an-
driert. Dies erlaubt die Detektion seltener, großer Aggregate selbst in femto- bis attomolarer
Konzentration [356,357]. Der mobile Fokus erlaubt allerdings keine Aussage u¨ber die Dif-
fusionszeit dieser Teilchen, sodass die Aggregatgro¨ße u¨ber ihre Signalintensita¨t bestimmt
werden muss.
Eine detaillierte Beschreibung des Messaufbaus sowie der unterschiedlichen Auswertungs-
methoden findet sich in Kapitel 2.2.7 und in Abbildung 2.1 im Material- und Methodenteil
dieser Arbeit.
1.6 Ziele der Arbeit
Die Einflu¨sse auf die Aggregation des Tau-Proteins in verschiedenen neurodegenerativen
Erkrankungen sind vielfa¨ltig. Wenngleich die zahlreichen bisherigen Untersuchungen zu
Metallionen, Phosphorylierung und limitierter Proteolyse eine Beteiligung dieser Faktoren
als wahrscheinlich erscheinen lassen, ist deren genaue Bedeutung in der Pathogenese der
Tauopathien bislang nicht eindeutig gekla¨rt.
Die mangelnde Aggregationsneigung des Tau-Proteins in Abwesenheit fibrillogener Fakto-
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ren macht in den meisten in vitro und in vivo Studien die Verwendung von U¨berexpressi-
onsmodellen no¨tig, die selten die tatsa¨chlichen Konzentrationen des Proteins in Neuronen
von Alzheimer-Patienten widerspiegeln ko¨nnen. Auch sind die verwendeten Methoden wie
Thioflavin T Assay oder Elektronenmikroskopie wenig sensitiv fu¨r die Detektion fru¨her
Aggregationsereignisse auf Einzelmoleku¨l-Ebene.
Da sich in ju¨ngster Zeit vermehrt Hinweise ergeben haben, dass insbesondere kleine Oligo-
mere die pathophysiologisch bedeutsame Aggregat-Spezies verschiedener neurodegenerati-
ver Erkrankungen sein ko¨nnten, wurde in der hier vorliegenden Arbeit versucht, mit Hilfe
der hochsensitiven konfokalen Einzelmoleku¨l-Spektroskopie fru¨he Oligomerisationsprozes-
se in nanomolaren Lo¨sungen von Tau und α-Synuklein sowie den Einfluss verschiedener
modulierender Faktoren auf diese Prozesse darzustellen. Nachfolgend werden die einzelnen
untersuchten Punkte kurz erla¨utert.
1.6.1 Einfluss von Metallionen und organischen Lo¨sungsmitteln
auf die Tau-Aggregation
Ein Hauptanliegen dieser Arbeit war die Untersuchung verschiedener Induktoren der Tau-
Aggregation. Von besonderem Interesse war hierbei der Einfluss von Metallionen, organi-
schen Lo¨sungsmitteln und Detergenzien. Hierbei sollte gekla¨rt werden:
• Vera¨ndern sich die Aggregationsneigung des Tau-Proteins im membrannahen Milieu?
• U¨ben Metallionen einen Einfluss auf die Tau-Aggregation aus?
• Wirken Effekte von organischen Lo¨sungsmitteln und Metallionen mo¨glicherweise syn-
ergistisch oder antagonistisch?
• Unterscheiden sich die so generierten Aggregate in ihrer Stabilita¨t gegenu¨ber Deter-
genzien.
1.6.2 Einfluss der Phophorylierung auf die Aggregationsneigung
des Tau-Proteins
Tau liegt in zahlreichen neurodegenerativen Erkrankungen in hyperphosphorylierter Form
vor. Vielfach wurde spekuliert, ob und in welcher Weise die Tau-Phosphorylierung einen
proaggregatorischen Einfluss auf das Protein haben ko¨nnte und welchen Enzymen hier eine
Schlu¨sselrolle zukommt. In dieser Arbeit werden Auswirkungen der Phosphorylierung durch
die Kinase GSK-3β vorgestellt, die vielfach mit der Tau-Pathophysiologie in Verbindung
gebracht wurde. Daher sollte untersucht werden:
• Beeinflusst die Phosphorylierung das Aggregationsverhalten des Proteins auf der
Oligomer-Ebene?
• Unterscheidet sich die Wirkung von organischen Lo¨sungsmitteln und Metallionen von
der am unphosphorylierten Protein?
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1.6.3 Koaggregation von Tau und α-Synuklein
Mehrere Autoren konnten bereits eine Interaktion von Tau und α-Synuklein demonstrieren.
Diese Arbeit bescha¨ftigt sich mit der Frage:
• Interagieren Tau und α-Syn in Lo¨sungen niedriger Molarita¨t?
• Welchen Einfluss u¨bt hier der Einsatz organischer Lo¨sungsmittel, Metallionen und
der Tau-Phosphorylierung aus?
• Welchen Einfluss haben diese Faktoren auf die Anlagerung des Synukleins an pra¨for-
mierte Tau-Oligomere?
1.6.4 Inhibitoren der Tau-Aggregation
Seit la¨ngerer Zeit werden in verschiedenen Versuchsanordnungen Substanzen erprobt, die
die Aggregation des Tau-Proteins unterbinden und somit den Krankheitsverlauf positiv
beeinflussen sollen. In dieser Arbeit wurde die Frage untersucht:
• Welchen Einfluss hat die Substanzgruppe der Imidazol[1,2-α]Pyridin-Derivate (IM-
PY) auf die Aggregation des Tau-Proteins in Gegenwart organischer Lo¨sungsmittel?
1.6.5 Einfluss der limitierten Proteolyse auf die Tau-Aggregation
Bekannt ist, dass Tau in Neuronen durch Caspase-3 und Calpain degradiert wird, und dass
diese limitierte Proteolyse womo¨glich einen proaggregatorischen Einfluss hat. In dieser
Arbeit wurde der Einfluss der limitierten Proteolyse des Tau-Proteins durch die Matrix-
Metalloproteinasen MMP-1, -3 und -9 untersucht, die zwar bereits mit der Alzheimer’schen
Erkrankung, nicht jedoch mit der Tau-Pathologie in Zusammenhang gebracht wurden. Es
sollte gepru¨ft werden:
• Ist Tau ein Substrat dieser MMP?
• Sind fu¨r die einzelnen MMP spezifische Proteolyse-Muster erkennbar?
• U¨bt die limitierte Proteolyse eine proaggregatorischen Einfluss auf das Tau-Protein
aus?
1.6.6 Antiko¨rper in der konfokalen Einzelmoleku¨lspektroskopie
Die Verwendung von Antiko¨rpern in der konfokalen Einzelmoleku¨lspektroskopie ha¨tte großes
Potential in der Diagnostik verschiedener Erkrankungen, besonders in Fa¨llen, in denen
geringe Probenmengen und wenig Antigen zur Verfu¨gung stehen. Wie spezifisch Antigen-
Antiko¨rper-Interaktionen mit dieser Technik nachgewiesen werden ko¨nnen ist bis jetzt noch
nicht klar. Daher bescha¨ftigt sich diese Arbeit mit der Frage:
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• Kann mit Hilfe spezifischer Antiko¨rper auf Einzelmoleku¨l-Ebene zwischen phospho-
ryliertem und nicht phosphoryliertem Protein Tau unterschieden werden?
• Kann mit Hilfe spezifischer Antiko¨rper zwischen monomerem und oligomerem α-
Synuklein unterschieden werden?
Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Material
In diesem Kapitel sind alle in dieser Arbeit verwendeten Antiko¨rper, Proteine, Enzyme,
Fluoreszenzfarbstoffe sowie sonstige biologische Materialien aufgelistet.
2.1.1 Materialien, Chemikalien, Puffer, technische Gera¨te und
Software
In Anhang 1 finden sich außerdem Auflistungen der verwendeten Materialien (Tabelle
B.1), Chemikalien (Tabelle B.2), Pufferlo¨sungen (Tabelle B.3), sowie technischen Gera¨te
und Software (Tabelle B.4). Bei sa¨mtlichen Chemikalien wurde auf Erwerb der ho¨chsten
verfu¨gbaren Reinheit geachtet, alle Materialien wurden, soweit mo¨glich, vor Gebrauch au-
toklaviert. Basis aller verwendeten Lo¨sungen und Puffer war demineralisiertes, u¨ber ein
Milli-Q Synthesis A10 System (Millipore, MA, USA) aufbereitetes Wasser.
2.1.2 Fluoreszenzfarbstoffe
Fu¨r FCS- und SIFT-Analysen wurden die zu untersuchenden Proteine mit den in Tabelle
2.1 aufgefu¨hrten Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert.
Abku¨rzung Farbstoff Hersteller Molekulargewicht
Alexa488 Alexa Fluor-488-O- Molecular Probes 643 g/mol
Succinimidylester (Eugene, USA)
Alexa647 Alexa Fluor-647-O- Molecular Probes ∼1300 g/mol
Succinimidylester (Eugene, USA)
Tabelle 2.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.
Alexa-Succinimidylester binden hauptsa¨chlich an prima¨re Aminogruppen von Lysin-
resten und an die endsta¨ndige Aminogruppe des N-Terminus des jeweiligen Proteins. In
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geringem Maße gehen sie Bindungen mit aromatischen Aminen, Hydroxy- und Phenolgrup-
pen ein. Um eine Hydrolysierung in areaktive Sa¨uren zu vermeiden, wurden Stammlo¨sun-
gen der hydrophilen Fluorophore mit 100% Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) hergestellt. Die
FCS-Eigenschaften der freien Farbstoffe in einer Verdu¨nnung von ca. 2 nM in 50 mM
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) sind in Tabelle 2.2 dargestellt.
Farbstoff Absorptionsmax. Emissionsmax. Anregung CPP Tdiff
[nm] [nm] [kHz] [µs]
Alexa488 495 519 488 nm, 200 µW 27 170
Alexa647 650 665 633 nm, 300 µW 16 250
Tabelle 2.2: Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe in der FCS-Analyse; Diffusionszeit und Za¨hl-
rate (CPP, counts per particle) bei einer definierten Anregungsintensita¨t.
2.1.3 Proteine und biologisches Material
Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Proteine (Tabelle 2.3) und sonstige
biologische Materialien (Tabelle 2.4) aufgefu¨hrt.
Abku¨rzung Protein Quelle Molekular- c [mg/ml]
gewicht
Tau humanes Protein eigene 42967 g/mol 1,44
Tau Isoform 5 (1N4R) Herstellung
α-Syn humanes α-Synuklein M. Habeck 14460 g/mol 1,0
(ZNP, Mu¨nchen)
β-Syn humanes β-Synuklein A. Giese 14288 g/mol 1,0
(ZNP, Mu¨nchen)
BSA bovines Sigma ∼66 kg/mol 1,0
Serum-Albumin (St.Louis, MO, USA)
Tabelle 2.3: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Proteine.
2.1.4 Antiko¨rper
In diesem Abschnitt sind alle verwendeten Antiko¨rper aufgelistet (siehe Tabelle 2.5). An-
tiko¨rper fu¨r Western blot Analysen wurden gema¨ß Herstellerangaben verdu¨nnt. Antiko¨rper
fu¨r FCS Analysen wurden mit Hilfe einer Sephadex G-15 Sa¨ule (GE Healthcare) in PBS*
(siehe Tabelle B.3) umgepuffert und anschließend fluoreszenzmarkiert (siehe Kapitel 2.2.4).
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biologisches Material Quelle LOT
GSK-3β Phosphokinase 100 µg/ml upstate (New York, USA) 28408AU
Proteinase K Sigma (St. Louis, USA)
Trypsin Sigma (St. Louis, USA)
Matrix-Metalloproteinase 1 (MMP-
1)
Sigma (St. Louis, USA)
Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP-
3)
Sigma (St. Louis, USA)
Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-
9)
Sigma (St. Louis, USA) 11K1507
Tau Isoform 5 cDNA Manuela Neumann (ZNP Mu¨nchen)
BL 21 (DE3) RIL E.coli - Kulturen Brigitte Kraft (ZNP Mu¨nchen)
Tabelle 2.4: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und sonstiger biologischer Materia-
lien.
Antiko¨rper Antigen Quelle Konzentration LOT
T-46 humanes Protein Tau Invitrogen 500 µg/ml 307689
(Carlsbad, USA)
AT-8 humane Alzheimer PHF Pierce Endogen 200 µg/ml HJ106852
Epitop: p-Ser202, p-Thr205 (Rockford, USA)
A-11 Aβ-Oligomer BIOSOURCE 1000 µg/ml 0600B
(polyklonal) (Camarillo,CA)
6E10 humanes Aβ-Peptid Acris Antibodies 1000 µg/ml 6L36106
(Hiddenhausen)
15G7 humanes α-Synuklein E. Kremmer 2000 µg/ml
(Helmholtz-Zentrum
Mu¨nchen)
Sekunda¨rantiko¨rper Sigma
’‘Goat anti mouse” (St.Louis, MO, USA)
Sekunda¨rantiko¨rper Sigma
’‘Goat anti rat” (St.Louis, MO, USA)
Tabelle 2.5: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Antiko¨rper.
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2.2 Methoden
Im Folgenden werden alle in dieser Doktorarbeit verwendeten Methoden aufgefu¨hrt. Sofern
nicht anders gekennzeichnet, wurden alle Methoden selbst bzw. unter Anleitung durch-
gefu¨hrt.
2.2.1 Proteinexpression
Tau
Die Expression rekombinanten Tau-Proteins Isoform 5 erfolgte in drei Schritten:
• Transformation und Selektion thermisch kompetenter BL21 (DE3) RIL E.coli Bak-
terien
• Expressionsinduktion und mechanische Lyse der Bakterienkultur
• Aufreinigung des Tau-Proteins aus dem Zelllysat
Transformation und Selektion
Der zur Transformation beno¨tigte Tau-Vektor wurde freundlicherweise von Manuela Neu-
mann (Zentrum fu¨r Neuropathologie und Prionforschung, ZNP Mu¨nchen) zur Verfu¨gung
gestellt. Die Transformation thermisch kompetenter BL21 (DE3) RIL E.coli Bakterien er-
folgte durch Zugabe des Vektors, anschließende Inkubation fu¨r zehn Minuten bei 4◦ C,
Erhitzen auf 42◦ C fu¨r drei Minuten und abschließendes Abku¨hlen auf 4◦ C fu¨r zwei Minu-
ten. Danach erfolgte eine 60-minu¨tige Inkubation in LB-Medium (siehe Tabelle B.3) ohne
Antibiotikazusatz bei 37◦ C und Agitation. Die Kultur wurde anschließend fu¨r fu¨nf Minu-
ten bei 5000 U/min pelletiert, das Pellet resuspendiert und auf vorgewa¨rmten, ampicillin-
und chloramphenicolbeimpften LB-Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation u¨ber Nacht
konnten mehrere transformierte Klone in eine weitere U¨bernacht-Kultur in ampicillin- und
chloraphenicolbeimpftes LB-Medium u¨berfu¨hrt werden, die bei 37◦ C und Agitation inku-
biert wurde.
Expression und mechanische Lyse der Bakterienkultur
Am Folgetag wurden 2x500 ml rich LB-Medium mit der U¨bernacht-Kultur beimpft und
bei 37◦ C und Agitation inkubiert. Hierbei wurde regelma¨ßig die optische Dichte bei 600
nm bestimmt (OD600). Bei Erreichen einer OD600 von 0,81 bzw. 0,80 nach ca. fu¨nf Stun-
den wurde die Proteinexpression durch Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
(IPTG) in einer finalen Konzentration von 1 mM induziert. Nach weiteren 150 Minuten
wurde die Bakterienkultur bei 5000 U/min fu¨r zehn Minuten pelletiert (Sorvall Evolution
RC Zentrifuge), in 26 ml EP-Puffer (siehe Tabelle B.3) unter Zugabe des Proteaseinhibitors
Complete Mini (Roche) resuspendiert und mechanisch mit einer French-Press-Apparatur
(Thermo IEC) lysiert.
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Aufreinigen des Tau-Proteins aus dem Zelllysat
Der Zelldetritus wurde durch Zentrifugation fu¨r 15 Minuten bei 27.000 g und anschlie-
ßende Sterilfiltration des U¨berstandes durch einen 0,45 µm Filtropur S-Filter (Sarstedt)
abgetrennt. Das im Filtrat gelo¨ste Tau-Protein wurde in einer FPLC-Anlage (A¨kta Prime,
Amersham) in einer P11 Phosphozellulose-Kationenaustauschersa¨ule gebunden und u¨ber
einen Salzgradienten 100-300 mM NaCl in EP eluiert (siehe Tabelle B.3). Hiervon wurden
Fraktionen zu 2-5 ml asserviert. Anschließend wurden mit Hilfe des Anti-Tau Prima¨ran-
tiko¨rpers T46 die Fraktionen mit einem hohen Gehalt an Tau-Protein im Western blot
identifiziert und vereinigt. Zur weiteren Aufreinigung wurde eine dreistufige Fa¨llung mit
Ammoniumsulfat durchgefu¨hrt. Hierzu wurden zuna¨chst die vereinigten Tau-Fraktionen
mit Ammoniumsulfat gesa¨ttigt und u¨ber Nacht bei 4◦C inkubiert. Nach Zentrifugation bei
50.000 rpm fu¨r zehn Minuten wurde das Pellet in EP resuspendiert und 1 Vol gesa¨ttigte
EP-Ammoniumsulfatlo¨sung zugegeben. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in
EP** (siehe Tabelle B.3) resuspendiert und wiederum zentrifugiert. Der U¨berstand wurde
fu¨r fu¨nf Minuten bei 95◦ C denaturiert und u¨ber eine mit TRIS-Puffer a¨quilibrierte PD10-
Sa¨ule umgepuffert. Fu¨r die Versuche zur limitierten Proteolyse durch MMP, Proteinase K
und Trypsin wurde ein zusa¨tzlicher Reinigungsschritt u¨ber eine HiLoad 26/60 Sa¨ule (Se-
phadex 75 prep grade, GE-Healthcare, Uppsala) mit Hilfe der FPLC-Anlage durchgefu¨hrt.
Abschließend wurde die Reinheit der Probe mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE, siehe Kapitel 2.2.2) mit anschließender Coomassie Brilliant Blau Fa¨rbung
sowie einem weiteren Western blot mit dem Anti-Tau Antiko¨rper T46 verifiziert.
α-Synuklein
Das Gen fu¨r humanes α-Synuklein wurde in einem pET-5a Vektor analog zur Tau-Synthese
in einen E.coli BL21 (DE3) RIL Bakterienstamm eingefu¨hrt. Dieser wurde vier Stunden
mit IPTG induziert und durch Gefrieren, Auftauen und anschließende Sonifikation lysiert.
Das Lysat wurde 15 Minuten bei 95◦ C inkubiert, die Zellbestandteile durch Zentrifugation
mit 17.000 g abzentrifugiert und der U¨berstand auf eine Q-Sepharose-Sa¨ule aufgetragen.
Anschließend wurde das Protein u¨ber einen 25 mM - 500 mM Salzgradienten eluiert und
die vereinigten α-Synuklein Fraktionen abschließend mit einer Sephacryl S-200 Gelfiltration
von Salzru¨cksta¨nden befreit.
Die Expression und Aufreinigung von α-Synuklein erfolgte durch Dr. Johannes Levin und
Felix Schmidt am Zentrum fu¨r Neuropathologie und Prionforschung, Mu¨nchen.
2.2.2 Gelelektrophorese und Western blot
SDS-PAGE
Zur na¨heren Charakterisierung von Proteinen sowie zu deren Konzentrationsbestimmung
wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewandt. Die Zusammen-
setzung der verwendeten Trenn- und Sammelgele ist in Tabelle 2.6 aufgefu¨hrt.
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Chemikalie Sammelgel Trenngel
Acrylamidlo¨sung 30% 1,6 ml 8 ml
Sammelgelpuffer 2,5 ml -
Trenngelpuffer - 5 ml
H2O 5,7 ml 6,7 ml
SDS-Lo¨sung 10% 100 µl 200 µl
TEMED 7 µl 6,7 µl
APS 10% 100 µl 100 µl
Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele.
Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteinlo¨sungen nach Zugabe von
Laemmli-Puffer fu¨r zehn Minuten bei 95◦ C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in
einem Mini-Protean 3 Elektrophoresesystem (Biorad) unter Zugabe von Laufpuffer (siehe
Tabelle B.3). Die Proben wurden auf das Gel aufgetragen und zuna¨chst durch Anlegen
einer Spannung von 80 V ca. 30 Minuten im Sammelgel verdichtet. Die Auftrennung er-
folgte im Trenngel fu¨r ca. 80 Minuten bei 140 V. Als Referenz fu¨r Proteingro¨ßen wurde der
Proteinmarker PageRuler (Fermentas, Canada) eingesetzt.
Coomassie Brilliant Blau Fa¨rbung
Zur Visualisierung ko¨nnen die aufgetrennten Proteine mit Hilfe der Coomassie-Fa¨rbung
unspezifisch angefa¨rbt werden. Hierzu wurde das Trenngel fu¨r 20 Minuten bei Raumtem-
peratur und Agitation in Coomassie-Fa¨rbelo¨sung inkubiert und anschließend u¨ber Nacht
bei 4◦ C und Agitation in Entfa¨rberlo¨sung gewaschen. Die so sichtbar gemachten Banden
ermo¨glichen eine Einscha¨tzung der Gro¨ße und Konzentration des jeweiligen Proteins.
Western blot
Sollte das aufgetrennte Protein durch Antiko¨rper na¨her charakterisiert werden, so wurde
anstelle einer Coomassie-Fa¨rbung eine Western blot Analyse durchgefu¨hrt. Hierzu wurden
die aufgetrennten Proteine in einer Blot-Apparatur (Hoefer Semiphor Semidry, Amersham
Biosciences) auf eine Immobilon PVDF-Membran (siehe Tabelle B.1) mit einer Porengro¨ße
von 0,45 µm u¨bertragen. Die Membran wurde zuvor in 100% Methanol aktiviert und mit
Blotpuffer a¨quilibriert. Anschließend erfolgte der Proteintransfer bei 0,56 mA / cm2 Gel
fu¨r 90 Minuten. Freie Proteinbindungsstellen auf der PVDF-Membran wurden nach dem
Transfer durch einstu¨ndige Inkubation in PBS-Tween mit 5% Milchpulver geblockt, die
Membran anschließend mit PBS-Tween gewaschen. Der fu¨r die Fragestellung geeignete
Prima¨rantiko¨rper wurde entsprechend Herstellerangaben in PBS-Tween verdu¨nnt und auf
die Membran gegeben, die Inkubation erfolgte bei 4◦ C u¨ber Nacht. Am Folgetag wurde
die Membran durch vier 15-minu¨tige Waschzyklen mit PBS-Tween von freiem Prima¨ran-
tiko¨rper gereinigt. Zur Visualisierung des Prima¨rantiko¨rpers wurde ein jeweils passender,
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an alkalische Phosphatase gekoppelter Sekunda¨rantiko¨rper entsprechend Herstelleranga-
ben in PBS-Tween verdu¨nnt und auf die Membran aufgetragen. Die Inkubation erfolgte
fu¨r drei Stunden bei Raumtemperatur. Nach Wiederholung des Waschvorganges wurde die
Membran fu¨r fu¨nf Minuten in AP-Puffer (siehe Tabelle B.3) a¨quilibriert. Die Detektion
der antiko¨rpermarkierten Banden erfolgte mit CDP-Star, einem Substrat der alkalischen
Phosphatase, das nach Spaltung ein Lumineszenzsignal abgibt. Die Detektion dieses Signals
erfolgte mit Hilfe einer Chemocam Hr 16 3200 Kamera (Intas). Die endgu¨ltige Fa¨rbung
der Membran erfolgte durch Inkubation in AP-Puffer mit 1,75 mg 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolylphosphat (BCIP), 3,375 mg Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) und 0,7% Dime-
thylformamid (DMF) bis zur gewu¨nschten Bandenintensita¨t. Abschließend wurde die Re-
aktion durch Abwaschen der Fa¨rbelo¨sung mit demineralisiertem Wasser gestoppt.
2.2.3 Proteinbestimmung
Bicinchoninsa¨ure-Assay (BCA-Assay)
Zur Bestimmung der Konzentration des rekombinant hergestellten Tau-Proteins wurde
der BCA-Assay verwendet. Das Prinzip des BCA-Assays beruht auf der Tatsache, dass
Peptidbindungen sowie die Aminosa¨uren Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan in der
Lage sind, zweiwertige Kupfer-Ionen zu reduzieren (Cu2+ + e− −→ Cu+). Im alkalischen
Milieu formt Bicinchoninsa¨ure mit den einwertigen Kupfer-Ionen blauviolette Komplexe,
deren Absorptionsverhalten bei Anregung mit Licht der Wellenla¨nge 562 nm (FLUOstar
OPTIMA, BMG Labtech) Ru¨ckschlu¨sse auf die vorliegende Proteinkonzentration zula¨sst.
Im Gegensatz zu anderen Methoden der Proteinbestimmung wie dem Bradford-Assay, der
Biuret-Methode und der Lowry-Reaktion liefert diese Methode konstantere Ergebnisse und
wird weniger durch zugesetzte Detergentien beeinflusst [358]. Vorbereitend wurde zuna¨chst
die Kupfersulfat-Lo¨sung 1:50 in BCA-Lo¨sung verdu¨nnt. Die Tau-Proteinprobe wurde in
Verdu¨nnungen von 1:1 und 1:10 eingesetzt, als Eichreihe diente eine sechsstufige BSA-
Verdu¨nnungsreihe (1,0 - 0,0 mg/ml). Im Ansatz wurden Tau- und BSA-Proben 1:15 in
Kupfersulfat-BCA-Lo¨sung verdu¨nnt, drei Minuten auf einem Minishaker durchmischt und
anschließend fu¨r 30 Minuten bei 37◦ C inkubiert. Die Absorption bei 562 nm wurde in
Dreifachansa¨tzen bestimmt und arithmetisch gemittelt.
AIDA-Analyse
Eine weitere Mo¨glichkeit der Proteinbestimmung ist die digitale Quantifizierung eines
Coomassie-gefa¨rbten und eingescannten SDS-PAGE Gels. Hierzu wurde zuna¨chst eine SDS-
PAGE einer dreistufigen BSA-Verdu¨nnungsreihe von 0,1 - 1 mg/ml und der Proteinprobe
in einer Verdu¨nnung von 1:1 und 1:10 durchgefu¨hrt und das Gel mit Coomassie Brilliant
Blau gefa¨rbt (siehe Kapitel 2.2.2). Das gefa¨rbte Gel wurde anschließend mit Hilfe eines
Epson TWAIN Scanners digitalisiert, wobei Helligkeit und Kontrastierung vom Gera¨t au-
tomatisch optimiert und nicht manuell vera¨ndert wurden. In der AIDA-Software wurden
zuna¨chst die Regionen der BSA-Verdu¨nnungsreihe, der Proteinproben und des Gelhinter-
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grundes manuell definiert. Die Software subtrahierte die Intensita¨t des Gelhintergrundes
von der Intensita¨t der Probenregionen. Anschließend konnte die Intensita¨t der Protein-
proben mit der der BSA-Verdu¨nnungsreihe verglichen werden. Das Programm ermittelt
daraus die Proteinkonzentration als ein Vielfaches der BSA-Konzentration.
2.2.4 Proteinmarkierung
Tau, α-Synuklein, β-Synuklein
Zur weiteren Analyse wurden sa¨mtliche Proteine sowie die in Tabelle 2.5 aufgefu¨hrten An-
tiko¨rper mit Alexa-488-O-Succinimidylestern und / oder Alexa-647-O-Succinimidylestern
fluoreszenzmarkiert. Diese Farbstoffe binden an prima¨re Aminogruppen der Proteine. Die
Zusammensetzung der verschiedenen Markierungsansa¨tze findet sich in nachfolgender Ta-
belle. Um das Reaktionsmilieu fu¨r die Bindung der Succinimidylester zu optimieren, wurde
der Ansatz in 50 mM TRIS-Puffer mit NaHCO3 auf einen pH von 7,5-8,5 eingestellt.
Protein Farbstoff / Protein Ansatz Konzentration
hTau46 4:1 hTau46 30 µM
Alexa488/647 120 µM
NaHCO3 100 mM
α-Synuklein 2:1 α-Synuklein 63 µM
Alexa488/647 126 µM
NaHCO3 100 mM
β-Synuklein 2:1 β-Synuklein 63 µM
Alexa488/647 126 µM
NaHCO3 100 mM
Tabelle 2.7: Markierungsansatz der verwendeten Proteine
Die Markierungsansa¨tze wurden in oben genannter Zusammensetzung u¨ber Nacht bei 4◦
C inkubiert. Am Folgetag wurden zuna¨chst PD10-Sa¨ulen mit 25 ml TRIS-Puffer 50 mM
a¨quilibriert, anschließend die Markierungs-Ansa¨tze auf die Sa¨ulen aufgetragen und die mar-
kierten Proteine mit 1,4 Vol TRIS-Puffer eluiert. Das Eluat wurde in Fraktionen zu je 500
µl gesammelt und die Fraktionen einzeln mit der FCS-Methode bezu¨glich Proteinkonzen-
tration, Diffusionszeit und Gehalt an freiem Farbstoff evaluiert. Lag der Gehalt an freiem
Farbstoff in keiner Fraktion ≤ 30%, wurde der Reinigungsschritt wiederholt. Fraktionen
mit ≤ 30% freiem Farbstoff und geeigneten Proteinkonzentrationen wurden vereinigt, so-
fort aliquotiert und bei -80◦ C lichtgeschu¨tzt gelagert.
Antiko¨rper
In dieser Arbeit fanden die Tau-Antiko¨rper T46 und AT-8, der Aβ-Antiko¨rper 6E10 sowie
die Synuklein-Antiko¨rper 15G7 und der anti-Oligomer-Antiko¨rper A11 Anwendung (vgl.
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Tabelle 2.5). Da die verwendeten Antiko¨rper in sehr geringen Volumina vorlagen, erfolgte
deren Fluoreszenzmarkierung u¨ber Sephadex Microspin Sa¨ulen. Hierzu wurde zuna¨chst eine
Sephadex-G15 Sa¨ule mit PBS*-Puffer a¨quilibriert. Anschließend wurde 20 µl Antiko¨rper-
Lo¨sung aufgetragen, zentrifugiert und mit 10 µl PBS*-Puffer und erneuter Zentrifugation
eluiert. Dieser Schritt diente der Reinigung und Umpufferung des Antiko¨rpers.
Der so aufgereinigte Antiko¨rper (ca. 30 µl) wurde nun einem Markierungsansatz mit einer
Endkonzentration von 125 mM NaHCO3, 0,0125% NP40 und 39 µM (488) bzw. 20 µM
(647) Alexa-O-Succinimidylester zugefu¨hrt. Der Markierungsansatz wurde u¨ber Nacht bei
4◦ C inkubiert. Die Wahl der Farbstoffmenge erfolgte empirisch, da die genaue Konzentra-
tion der Antiko¨rper nach Umpufferung nicht bekannt war.
Die Aufreinigung des fluoreszenzmarkierten Antiko¨rpers erfolgte in gleicher Weise u¨ber ei-
ne Sephadex-G50 Microspin Sa¨ule. Zur Evaluation der Antiko¨rper-Markierung wurde eine
Konzentrationsreihe des fluoreszenzmarkierten Antiko¨rpers mit der FCS-Methode evalu-
iert. Ziel war auch hier ein prozentualer Anteil des freien Farbstoffes von < 30%.
2.2.5 Evaluation der fluoreszenzmarkierten Proteine
freier Farbstoff
Um den Anteil ungebundener Fluorophore in der markierten Proteinlo¨sung zu ermitteln,
wurden direkt nach der Fluoreszenzmarkierung FCS-Messungen der Proben durchgefu¨hrt.
Diesen Messungen wurden 0,2% SDS zugegeben, um Proteinadha¨sion an die Wand des Re-
aktionsgefa¨ßes zu unterbinden. Als Referenzwert diente eine Lo¨sung unkonjugierter Farb-
stoffe, die in TRIS 50 mM vermessen wurde.
Mit Hilfe der FCS+plusEval-Software (siehe Kapitel 2.2.7) wurden zuna¨chst die Diffusions-
zeiten der freien Farbstoffmoleku¨le in der Referenzlo¨sung ermittelt. Bei der Auswertung der
Proteinlo¨sungen wurde dem Programm die Diffusionszeit des freien Farbstoffs vorgegeben.
Das Programm errechnete mit dieser Vorgabe die Diffusionszeit einer zweiten Komponente
in der Lo¨sung, also die des markierten Proteins. Das markierte Protein weist aufgrund
seines ho¨heren Molekulargewichts deutlich ho¨here Diffusionszeiten als der freie Farbstoff
auf. Das Programm ermittelte daru¨ber hinaus den prozentualen Anteil der beiden Kom-
ponenten sowie die Teilchenzahl in der Lo¨sung.
Markierungsverha¨ltnis
Der Anteil der Fluorophore pro Protein wurde indirekt u¨ber eine Teilchenzahlbestimmung
nach Proteinverdau mit Proteinase-K bestimmt. Diese Serin-Protease spaltet Peptidbin-
dungen an der carboxylischen Seite von aliphatischen, aromatischen und hydrophoben
Aminosa¨uren bis zu einer minimalen Peptidgro¨ße von vier Aminosa¨uren [359]. Nach Be-
stimmung des Anteils freier Fluorophore wurden die Proben bei einer Proteinase K Kon-
zentration von 200 µg/ml fu¨r zwei Stunden bei 37◦ C und Agitation inkubiert. Anschließend
wurde eine FCS-Messung durchgefu¨hrt. Aus dem Anstieg der Teilchenzahl vor und nach
dem Verdau ließ sich die Anzahl an Fluorophoren pro Proteinmoleku¨l unter Beru¨cksichti-
gung des freien Farbstoffes wie folgt berechnen:
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(NT1 - (NT0 * (%Tdiff1 / 100))) / (NT0 - (NT0 * (%Tdiff1 / 100)))
NT0 = Teilchenzahl vor Proteinase-K Verdau
NT1 = Teilchenzahl nach Proteinase-K Verdau
%Tdiff1= Anteil freier Fluorophore vor Protein-Verdau
2.2.6 Protein-Phosphorylierung
Untersuchungen an Gehirnen verstorbener Alzheimer-Patienten zeigten, dass das Tau-
Protein bei diesen Patienten in einer hyperphosphorylierten Form vorliegt (siehe Kapitel
1.3.1). Um den in vitro Aggregationsansatz des Tau-Modells na¨her an die Pathophysio-
logie des M. Alzheimer heranzufu¨hren, wurde das rekombinant hergestellte, fluoreszenz-
markierte Tau-Protein mit Hilfe der Protein-Kinase GSK-3β in vitro phosphoryliert (im
Weiteren als pTau bezeichnet). Um im folgenden Phosphorylierungseffekte von Effekten
durch Inkubation und Pufferzusa¨tze unterscheiden zu ko¨nnen, wurde parallel ein Schein-
phosphorylierungsansatz durchgefu¨hrt(im Weiteren als mock Phosphorylierung bzw. mTau
bezeichnet), der sa¨mtliche Puffer und Zusa¨tze des Phosphorylierungsansatzes bis auf das
Enzym GSK-3β enthielt.
Im Phosphorylierungs-Ansatz wurde ein Verha¨ltnis von 0,018 U GSK-3β / pmol Tau-
Protein angestrebt [255]. Das Enzym lag in einer Konzentration von 200 µg/ml in GSK-
Puffer vor, bei einer vom Hersteller angegebenen Aktivita¨t von 1000 U/mg. Der Assay
wurde zweimal durchgefu¨hrt und setzte sich wie in Tabelle 2.8 dargestellt zusammen.
Assay Protein Ansatz
1 Tau488 9,8 µl Tau488
5 µl PPhos 8fach
25 µl GSK-3β Stammlo¨sung / PGSK
Tau647 9,2 µl Tau647
5 µl PPhos 8fach
25 µl GSK-3β Stammlo¨sung / PGSK
2 Tau488 19,6 µl Tau488
5 µl PPhos 15fach
50 µl GSK-3β Stammlo¨sung / PGSK
Tau647 18,3 µl Tau647
5 µl PPhos 15fach
50 µl GSK-3β Stammlo¨sung / PGSK
Tabelle 2.8: Phosphorylierungsansatz des Tau-Proteins
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Die so zusammengesetzten Proben wurden fu¨r 20 Stunden bei 30◦ C und Agitation inku-
biert. Abschließend wurde die Phosphorylierung im Western blot verifiziert. Hierzu diente
der Nachweis eines Bandenshifts bei den phosphorylierten Tau-Proben gegenu¨ber schein-
phosphorylierten und nicht phosphorylierten Proben. Daru¨ber hinaus konnte die Phos-
phorylierung im SIFT-Assay mit fluoreszenzmarkierten Antiko¨rpern nachgewiesen werden
(siehe Kapitel 3.5.1).
2.2.7 Konfokale Einzelmoleku¨lspektroskopie
Das Konzept der fluoreszenzbasierten konfokalen Einzelmoleku¨lspektroskopie ist seit u¨ber
30 Jahren bekannt [360–362]. Seine praktische Anwendung gelang jedoch erst mit Hilfe der
in den 90er Jahren entwickelten Lasertechnologie [363, 364]. In dieser Arbeit wurde diese
Technologie in Form eines Insight II Readers der Firma Evotec (Hamburg) verwendet,
dessen Aufbau, Funktionsweise und Analysemo¨glichkeiten nachfolgend erla¨utert werden.
Aufbau und Funktionsweise des Insight II Readers
Dem Aufbau nach ist der Insight-Reader ein konfokales Mikroskop, das das Signal zweier
Laser unterschiedlicher Wellenla¨nge auf einen Fokus von etwa 1 fl abbildet und die Emis-
sionen so angeregter Fluoreszenzfarbstoffe fu¨r jeden Kanal einzeln aufzeichnet.
Strahlengang
Theoretisches Konzept und praktische Umsetzung des konfokalen Messaufbaus sind bereits
bei Schwille et al. ausfu¨hrlich beschrieben [365,366]. In der hier verwendeten Form dienten
als Lichtquellen ein Argon-Ionen-Laser der Wellenla¨nge 488 nm und ein Helium-Neon-Laser
der Wellenla¨nge 633 nm. Deren Signal wird zuna¨chst in einem Dichroidspiegel vereint und
u¨ber einen zweiten Dichroidspiegel sowie eine optional aktivierbare beam scanner Appara-
tur (siehe unten) in ein Wasserimmersionsobjektiv mit hoher numerischer Apertur geleitet.
Dieses fokussiert das Laserlicht anna¨hernd konzentrisch durch den Glasboden eines Pro-
bentra¨gers in das zu untersuchende Volumen. Der Fokus des Argon-Lasers hat hierbei einen
Durchmesser von ∼0,5 µm und wird komplett in den ∼0,65 µm durchmessenden Fokus des
Helium-Neon-Lasers abgebildet. Aufgrund der gestreckten Form des Fokus ergibt sich ein
Gesamtfokusvolumen von etwa 1 fl.
Im Fokus angeregte Fluorophore, in dieser Arbeit die Fluoreszenzfarbstoffe Alexa488 und
Alexa647, emittieren ihrerseits ein Signal. Dieses durchla¨uft den Strahlengang des Laser-
lichts ru¨ckla¨ufig und wird am ersten Dichroidspiegel vom Laser-Signal getrennt. Nachfol-
gend ist in den Strahlengang eine Lochblende (pinhole) von 70 µm Durchmesser eingear-
beitet, die das Signal aus dem Anregungsfokus vom unspezifischen Hintergrundsignal der
Lo¨sung trennen soll. Die Position des Pinholes ist in Abb. 2.1 dargestellt und entspricht der
des Zwischenbildes eines normalen Lichtmikroskops. Schlussendlich wird das Emissionssi-
gnal durch einen weiteren Dichroidspiegel aufgetrennt und an zwei separaten Avalanche
Photodioden (APD) detektiert. Das so ermittelte Signal wird an einen Rechner u¨bermittelt
und kann mit verschiedenen Analyse-Programmen ausgewertet werden, die weiter unten
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im Detail vorgestellt werden.
Abbildung 2.1: Messaufbau des Insight-Readers. Das Signal zweier Laser (Wellenla¨nge 488
nm / 633 nm) wird in einem Dichroit-Spiegel vereint und in das Messvolumen geleitet. Das
von den angeregten Fluorophoren emittierte Signal wird auf gleichem Wege zuru¨ckgeleitet,
u¨ber einen zweiten Dichroit-Spiegel getrennt und von zwei Photodetektoren aufgezeichnet.
Zur Reduktion unspezifischer Hintergrundsignale sind mehrere Filter sowie ein pinhole
in den Strahlengang eingearbeitet. Durch Zuschalten der beam scanner Einheit kann der
Fokus in gleichbleibender Ho¨he durch das Messvolumen ma¨ndrieren, was die Detektion
seltener, großer Aggregate ermo¨glicht.
SIFT
Wa¨hrend die FCS mit einem stationa¨ren Fokus arbeitet, wird bei der SIFT-Methode ein
großes Messvolumen gescannt. Die hierfu¨r beno¨tigte beam scanner Einheit la¨sst sich optio-
nal zuschalten und besteht aus einem mobilen Spiegelsystem, das mit variabler Frequenz
und Amplitude, im Falle dieser Arbeit 50 Hz und 100 µm, oszilliert. Zusa¨tzlich wurde das
Probengefa¨ß u¨ber Mikroschrittmotoren um 2000 µm verschoben, sodass der mobile Fokus
in konstanter Ho¨he durch das Probenvolumen ma¨andriert (siehe Abb. 2.1) [69,356].
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Justage
Um konstante und vergleichbare Versuchsergebnisse zu erhalten, mu¨ssen die Intensita¨t des
Anregungslichtes, die Fokusgro¨ße und die optimale Position des Pinholes mo¨glichst kon-
stant gehalten werden. Diese Parameter mu¨ssen vor jeder Messreihe neu kalibriert werden.
Hierzu wurde ein Justage-Protokoll entwickelt, das vor jeder Messreihe durchgefu¨hrt und
dessen Messwerte dokumentiert wurden.
20 Minuten vor dem Start der Justage wurden die beiden Laserquellen eingeschaltet,
um eine gleichma¨ßige Laserleistung zu gewa¨hrleisten. Mit Hilfe eines Photodetektors und
manuell einstellbaren Filtersystemen wurde die Anregungsintensita¨t auf 200 µW fu¨r den
Argon-Laser und 300 µW fu¨r den Helium-Neon-Laser eingestellt.
Nun wurde eine Eichlo¨sung mit unkonjugierten Alexa488- und Alexa647-Farbstoffen in ein
Probengefa¨ß gegeben. Diese Farbstoffe besitzen bekannte und konstante Diffusions- und
Emissionseigenschaften und eignen sich daher fu¨r die Justage. Mit Hilfe einer zuschaltbaren
Kamera wurde die Position des Laserfokus 150 µm oberhalb des Glasbodens des Proben-
gefa¨ßes verifiziert. Die Software FCS+Plus control der Firma Evotech erlaubte nun die Dar-
stellung eines Justage-Parameters in Echtzeit, der counts per particle (CPP). Die CPP gibt
an, wie viele Photonen pro Farbstoffmoleku¨l detektiert werden und ist hauptsa¨chlich ein
Parameter fu¨r die korrekte Positionierung des Pinholes und die Fokusscha¨rfe. Die control-
Software sucht automatisch nach einer idealen Pinhole-Positionierung, der Erfolg dieser
Suche spiegelt sich in einem Ansteigen der CPP wider.
Abschließend wurde eine FCS-Messung der Justageprobe durchgefu¨hrt und ausgewertet.
Hierbei wurden CPP-Werte von ≥30 (488) bzw. ≥20 (647) als Kriterien einer guten Justa-
ge gewertet. Außerdem wurde die Diffusionszeit (tdiff ) der Fluorophore analysiert, da eine
zu hohe tdiff Zeichen eines unscharf abgebildeten Fokus ist. tdiff -Werte von 170 ± 10 ms
fu¨r Alexa488 und 250 ± 10 ms fu¨r Alexa647 waren hierbei akzeptabel.
Analyseverfahren
Zur Analyse der ermittelten Daten standen die Programme FCS+Plus Evaluation 2.0,
SIFT-2D, pooling ntp2D-FIDA und 2D-Fida zur Verfu¨gung (alle Evotec technologies, Ham-
burg). Dieses Softwarepaket bietet verschiedene Analysemethoden, die eine Auswertung der
Versuche mit jeweils unterschiedlichem Schwerpunkt ermo¨glichen.
Autokorrelation
Die Autokorrelations-Funktion dient dazu, Fluoreszenzsignale zu identifizieren, die von
Partikeln im Fokus emittiert werden. Solche Partikel fu¨hren fu¨r die Dauer ihres Diffusi-
onsweges durch den Fokus zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals, einem sog. burst. Die
Autokorrelations-Funktion unterteilt hierzu das aufgezeichnete Signal in Zeitintervalle von
≥ 50 ns, die im Weiteren als bins bezeichnet werden. Fu¨r jedes bin wird die Informa-
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tion
”
Photonen detektiert“ gleich 1, die Information
”
keine Photonen detektiert“ gleich
0 gesetzt. Nun werden die aufgezeichneten Werte verschiedener bins, die in definiertem
zeitlichen Abstand zueinander liegen, miteinander multipliziert. Dieser zeitliche Abstand
wird als Korrelationszeit bezeichnet. Bins mit einer Korrelationszeit von 50 ns sind di-
rekt benachbart, bei 100 ns liegt je ein bin zwischen den beiden zu Multiplizierenden
usw. Diese Multiplikationen werden u¨ber die gesamte Dauer der Messung ausgefu¨hrt und
an der durchschnittlichen Fluoreszenz normiert. Wie in Abb. 2.2 schematisch dargestellt
ist, erlaubt die Autokorrelationsfunktion somit die Differenzierung von bursts von einem
gleichma¨ßigen oder zufa¨llig verteilten Signal. Des Weiteren liefert diese Analyse-Methode
Aussagen u¨ber die Dauer und Ha¨ufigkeit solcher bursts, woraus sich wiederum die Anzahl
und Diffusionszeit der emittierenden Teilchen berechnen lassen. Mit Hilfe einer mathema-
tischen Anna¨herung, auch fit genannt, ko¨nnen so Aussagen u¨ber bis zu vier verschiedene
Partikel-Spezies pro Kanal getroffen werden. Die Qualita¨t des fits ist am Parameter Chi2
ersichtlich, der die U¨bereinstimmung zwischen fit und Autokorrelationskurve widerspiegelt.
Der Einsatz multipler Variablen kann jedoch potenziell die Robustheit des fits negativ be-
einflussen.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung zum Grundprinzip der Autokorrelations-Analyse. Die
Zeitachse ist in bins zu je 50 ns unterteilt. Die senkrechten Balken stellen gemessene Photonen
dar. a / b / c stellen beispielhaft Korrelationszeiten von 50, 100 und 150 ns dar. Rechts sind die
gemessenen Ereignisse je Korrelationszeit aufgetragen. A. Zufa¨llig verteiltes Signal ohne burst. Die
Autokorrelations-Kurve ist konstant niedrig. B. Das mit Fluorophor markierte Intervall stellt den
Durchtritt eines fluoreszierenden Partikels durch den Fokus, also einen burst dar. Entsprechend
steigen die Autokorrelations-Werte gegenu¨ber dem Hintergrundrauschen an.
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Kreuzkorrelation
Die Autokorrelation erlaubt Aussagen zu einfarbigen Fluorophoren, da sie die Daten der
beiden APD getrennt voneinander auswertet. Will man Informationen u¨ber die Interaktion
verschiedenfarbig markierter Partikel erhalten, so beno¨tigt man eine weitere Funktion der
FCS+Plus Evaluation Software, die Kreuzkorrelation (cross correlation, CC).
Die Kreuzkorrelation ist der Autokorrelationsfunktion mathematisch nahezu identisch,
multipliziert jedoch die bins eines Kanals mit den bins des Anderen. Die Amplitude der
Kreuzkorrelations-Kurve ist ein Maß fu¨r die Menge an gemischt fluoreszierenden Teilchen.
Bei Kenntnis der Amplituden der Autokorrelationsfunktionen der beiden einzelmarkierten
Teilchenspezies und damit ihrer Konzentrationen, la¨sst sich unter bestimmten Bedingun-
gen aus der Kreuzkorrelationsamplitude die absolute Konzentration der doppelt markierten
Teilchen in der untersuchten Lo¨sung berechnen.
Diese Form der Datenanalyse kann auf SIFT-Messungen angewendet werden, was aufgrund
der hohen Sensitivita¨t der SIFT-Methode fu¨r große, seltene Partikel von besonderem In-
teresse ist.
Fluorescence intensity distribution analysis
Die Fluorescence intensity distribution analysis (FIDA) dient der Analyse der spezifischen
Helligkeit einzelner fluoreszierender Moleku¨le bzw. Aggregate. Dies geschieht durch stati-
stische Analyse von Photonenzahlen, die in definierten Zeitsegmenten (bins, u¨blicherweise
40 µs) erfasst werden. Die FIDA weist eine besondere Sta¨rke bei heterogenen Partikelmi-
schungen auf, da in der statistischen Analyse bis zu vier verschiedene Komponenten erfasst
werden. Die Unterscheidung der verschiedenen Partikelspezies basiert darauf, dass jede Spe-
zies eine spezifische Helligkeit (qx, [kHz]) und eine spezifische Konzentration im Fokus (cx)
aufweist, die gemeinsam die Intensita¨t der Fluoreszenz (Ix, [kHz]) bestimmen. Verschiedene
Partikelspezies werden in der FIDA also charakterisiert nach ihrer Konzentration, die der
Teilchenzahl der Autokorrelations-Analyse entspricht, und ihrer spezifischen Helligkeit, die
der CPP der Autokorrelations-Analyse entspricht. Auch bei der FIDA-Analyse gibt der
Parameter Chi2 die Qualita¨t der Na¨herungsfunktion (fit) wieder.
SIFT-2D
Die SIFT-2D Analyse ist ein Auswertungsverfahren, das auf den Ergebnissen der 2D-FIDA-
Analyse (fluorescence intensity distribution analysis) beruht. Die FIDA-Methode unterteilt
den Datensatz einer SIFT-Messung a¨hnlich der Autokorrelations-Funktion in bins, aller-
dings im Falle dieser Arbeit von 40 µs. Die Software analysiert nun, in wie vielen bins welche
Anzahl an Photonen gemessen wurde. Außerdem summiert sie alle gemessenen Photonen
zur Gesamthelligkeit (Itotal) der Probe auf. Da große Partikel mehr Helligkeit aussenden
als Kleine, kann nun die Gesamthelligkeit in die spezifische Helligkeit (I1−4) von bis zu
vier Partikeltypen unterteilt werden, die sich zusammensetzt aus der Zahl der emittierten
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Photonen pro Partikelart (q) und deren Konzentration (c):
Itotal = I1 + I2 + I3 + I4 = c1*q1 + c2*q2 + c3*q3 + c4*q4
Diese Analyse erfolgt analog zur Autokorrelation anhand eines fits, bei dem die Zahl der
zu ermittelnden Partikeltypen frei gewa¨hlt werden kann und dessen Qualita¨t sich im Wert
Chi2 widerspiegelt [367].
Die SIFT-2D Analyse verwendet nun die FIDA-Daten aus beiden Kana¨len und tra¨gt sie in
ein Histogramm mit [photons/bin]488 als Abszisse und [photons/bin]647 als Ordinate auf.
In diesem Histogramm erscheinen also kleine bzw. monomere Partikel nahe dem Ursprung,
einfarbige Aggregate finden sich entlang der Achsen, zweifarbige Aggregate liegen in der
Mitte des Histogramms.
Das Histogramm kann nun in beliebig viele Segmente zerlegt und die Photonen pro Seg-
ment geza¨hlt werden. Fu¨r Aggregationsanalysen bietet es sich an, die ursprungsnahen,
monomeren Partikel in einem eigenen Segment zu erfassen. Das restliche Histogramm wur-
de in dieser Arbeit in 18 Segmente unterteilt, also 5◦ pro Segment. Dies ermo¨glicht die
Unterscheidung einfarbiger Aggregate in den achsennahen Segmenten von gemischten Ag-
gregaten in der Mitte des Histogramms.
Auch la¨sst die Position der gemischten Aggregate innerhalb des Histogramms Aussagen
u¨ber die Zusammensetzung der Aggregate zu. Bei einem 1:1 Verha¨ltnis Alexa488- und
Alexa647-markierter Partikel im Aggregat streut das Signal bei anna¨hernd identischer Hel-
ligkeit der Fluorophore um die Winkelhalbierende des Histogramms, ein U¨berwiegen einer
Teilchenart hat eine Deviation in Richtung der zugeho¨rigen Achse zur Folge.
2.2.8 Statistik
Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalver-
teilung gepru¨ft. Soweit im Ergebnisteil nicht anders angegeben, wurde das Signifikanzni-
veau durch einen zweiseitigen ungepaarten T-Test nach Durchfu¨hrung des Levene-Test zur
Pru¨fung der Varianzgleichheit ermittelt. Bei den Untersuchungen zur SDS-Stabilita¨t von
Tau-Aggregaten wurde ein gepaarter T-Test angewendet. Zur Analyse der Tau-Aggregation
nach limitierter Proteolyse wurde eine ANOVA durchgefu¨hrt. Als post-hoc Analyse wurde
ein Tukey-Test angewendet. Bei allen Versuchen wurde im Falle multipler Testungen eine
Bonferroni-Korrektur durchgefu¨hrt. Soweit im Ergebnisteil nicht anders angegeben, stellen
die Diagramme den Mittelwert aller Versuche mit standard error of the mean dar.
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2.2.9 Massenspektroskopie und Datenanalyse
Massenspektroskopie
Unsere Versuche zu Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und Tau ergaben, dass Tau ein
Substrat der Matrix-Metalloproteinasen-1, -3 und -9 ist. Um die durch limitierte Proteo-
lyse entstehenden Fragmente na¨her zu beschreiben, wurden Lo¨sungen unmarkierten Tau-
Proteins fu¨r eine Stunde bei 37◦ C mit MMP-1, -3, oder -9 (33 µg/ml) bzw. Proteinase K
oder Trypsin (40 µg/ml) inkubiert. Anschließend wurden die Proteinlo¨sungen fu¨r 15 min
bei 95◦ C inkubiert, um die Proteasen zu inaktivieren. Der weitere Transport der Proben
erfolgte auf Trockeneis nach Ku¨hlung auf -80◦ C.
Anschließend wurden je 5 µl der Protein-Lo¨sungen mit Hilfe von C4 reversed phase Pi-
pettenspitzen (ZipTip, Milipore) entsalzt und konzentriert. Die Peptide wurden mit 2 µl
gesa¨ttigter 2-Cyan-3-(4-hydroxyphenyl)Acrylsa¨ure-Lo¨sung mit 50% Acetonitril und 0,3%
Trifluoressigsa¨ure (Sigma) eluiert und auf einer hydrophoben MALDI-Probenplatte (Ap-
plied Biosystems) aufgetragen. Die Massenspektren wurden auf einem Voyager-DE STR
Time of Flight (TOF) Massenspektrometer (Applied Biosystems) im linearen Modus mit
externer Kalibrierung aufgezeichnet.
Die Probenvorbereitung bis zum Transport erfolgte eigensta¨ndig. Die Durchfu¨hrung der
Massenspektroskopie durch Dr. Lars Israel am Zentrallabor fu¨r Proteinanalytik der Lud-
wig-Maximilians-Universita¨t Mu¨nchen.
Datenanalyse
Die Datenanalyse der Massenspektroskopie erfolgte mit Hilfe der Software Data Explo-
rer Version 4.3 (Applied Biosystems, Darmstadt) und GPMAW Version 5.11 (Lighthouse
data, Odense). Diese Software ermo¨glicht es, den in der Massenspektroskopie ermittelten
Proteingro¨ßen bestimmte Fragmente in einer definierten Proteinsequenz zuzuordnen. Dem
Programm wurde die Aminosa¨ure-Sequenz der humanen Tau-Isoform 5 vorgegeben. Jede
in der Massenspektroskopie nach limitierter Proteolyse ermittelte Proteingro¨ße, die in >
50% der Proben, nicht jedoch in der Kontrolle nachweisbar war, wurde daraufhin in der
Aminosa¨ure-Sequenz des Tau-Proteins gesucht. Im ersten Durchgang wurden nur Fragmen-
te akzeptiert, die den N- oder C-Terminus des Proteins beinhalten. In den so ermittelten
Fragmenten wurden erneut alle in der Massenspektroskopie ermittelten Proteingro¨ßen ge-
sucht. Sa¨mtliche auf diese Weise ermittelten Fragmente sind in Abbildung 3.20 dargestellt.
Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Proteinexpression und Proteinmarkierung
3.1.1 Proteinexpression
Protein Tau
In dieser Arbeit sollten vor allem die Aggregationseigenschaften der Proteine Tau und α-
Synuklein mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) untersucht werden.
Fu¨r diese Analysen wurde die Tau-Isoform 5 in E.coli BL 21 (DE3) RIL Bakterien expri-
miert und aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.1). Abbildung 3.1 zeigt ein Coomassie-Gel des
gereinigten Tau-Proteins. Nach der Aufreinigung wurde das Protein im western blot unter
Verwendung des Antiko¨rpers T46 (siehe Tabelle 3.3), der alle humanen Tau-Isoformen de-
tektiert, als Protein Tau identifiziert (siehe Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: A. Coomassie-Fa¨rbung einer SDS-PAGE. Die linke Spur zeigt das aufgereinigte
Protein Tau, die drei rechten Spuren eine BSA-Verdu¨nnungsreihe der Konzentrationen 1,0 /
0,3 / 0,1 mg/ml. B. Western blot des aufgereinigten Tau-Proteins mit dem Antiko¨rper T46. C.
Massenspektroskopie des aufgereinigten Tau-Proteins.
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Abschließend wurde die Konzentration der Tau-Lo¨sung mit Hilfe eines BCA-Assays be-
stimmt. Als Referenz diente hierbei eine sechsstufige Verdu¨nnungsreihe bovinen Serum-
Albumins (BSA) der Konzentrationen 0,0 - 1,0 mg/ml in Intervallen von 0,2 mg. Die
Bestimmung erfolgte im dreifach-Ansatz, die Konzentration der Tau-Lo¨sung wurde mit
1,44 mg/ml ± 0,11 (Standardabweichung) berechnet
α-Synuklein, β-Synuklein
Die Proteine α-Synuklein (α-Syn) und β-Synuklein (β-Syn) wurde dankenswerterweise von
Prof. Dr. Armin Giese (ZNP Mu¨nchen) bereitgestellt.
3.1.2 Proteinmarkierung
Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) arbeitet mit zwei Lasern verschiedener
Wellenla¨nge, die Fluoreszenzfarbstoffe in Lo¨sungen niedriger Molarita¨t anregen ko¨nnen.
Diese Fluoreszenz kann u¨ber zwei getrennte Detektoren gemessen werden. Um die Protei-
ne α-Syn und Tau fu¨r die FCS nutzbar zu machen, wurden Aliquots der Proteinlo¨sungen die
Fluoreszenzfarbstoffe Alexa-488-Succinimidylester und Alexa-647-Succinimidylester beige-
mengt, sodass sich ein Protein / Farbstoff Verha¨ltnis von 1/4 fu¨r Tau und 1/2 fu¨r α-Syn
ergab. Anschließend wurden freie Farbstoffmoleku¨le mit Hilfe einer PD10-Sa¨ule abgetrennt
und die resultierenden Proteinlo¨sungen mit Hilfe der FCS u¨berpru¨ft. Die FCS kann hierbei
unter Zuhilfenahme einer Eichlo¨sung aus freiem Farbstoff u¨ber dessen Diffusionszeit den
Anteil an freiem Farbstoff in der Proteinlo¨sung ermitteln. Das Ergebnis ist in Tabelle 3.1
dargestellt.
Protein Protein/Farbstoff Anteil Protein Anteil freier Farbstoff Diffusions-
im Markierungs- [%] [%] zeit Protein
ansatz [µs]
Tau488 4/1 70,4 29,6 1227
Tau647 4/1 74,3 25,7 1662
α-Syn488 2/1 92,4 7,6 925
α-Syn647 2/1 84,6 15,4 1514
Tabelle 3.1: FCS-Messung der Proteinlo¨sungen nach Markierung.
Anschließend wurde die Zahl der Farbstoffmoleku¨le ermittelt, mit der jedes Protein durch-
schnittlich markiert ist. Hierzu wurde fluoreszenzmarkiertes Tau-Protein bzw. α-Syn vor
und nach vollsta¨ndigem Verdau mit Proteinase K mit Hilfe der FCS analysiert. Durch die
Proteolyse entstehen kleine Protein-Fragmente, die im Idealfall ein Farbstoffmoleku¨l pro
Fragment gebunden haben. Hierdurch kommt es zum Anstieg der Teilchenzahl (N) und
zum Abfall der Diffusionszeit der Teilchen. Die Ratio N nach / N vor PK-Verdau gibt die
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Anzahl der Fluoreszenzmoleku¨le pro Protein vor der Proteolyse wieder (Tabelle 3.2).
Protein N (T0) N (T1) Fluorophore pro Diffusionszeit Diffusionzeit
Tau-Protein
(T1 / T0) T0 [µs] T1 [µs]
Tau488 5,65 15,59 3,49 1227 602
Tau647 3,74 10,05 3,27 1662 707
α-Syn488 2,87 8,69 3,19 925 415
α-Syn647 6,03 17,78 3,30 1514 488
Tabelle 3.2: FCS-Messung der Proteinlo¨sungen vor (T0) und nach (T1) Verdau mit Proteinase
K. Die Berechnung der Anzahl an Fluorophoren pro Tau-Protein erfolgte gema¨ß der Formel im
Abschnitt 2.2.5
Im Western blot detektiert der Tau-Antiko¨rper T46 fluoreszenzmarkiertes Protein Tau pro-
blemlos (Abb. 3.2). Zur Quantifizierung der fluoreszenzmarkierten Tau-Fraktionen wurden
zwei BCA-Assays sowie eine AIDA-Analyse eines eingescannten Coomassie-Gels durch-
gefu¨hrt (siehe Kapitel 2.2.3). Im Mittel ergaben diese Versuche eine Konzentration von
0,61 mg/ml fu¨r Tau488 und 0,65 mg/ml fu¨r Tau647.
3.2 Phosphorylierung des Tau-Proteins
Verschiedene neurodegenerative Erkrankungen gehen mit einer intraneuronalen Akkumu-
lation des Tau-Proteins einher. Im Falle der Alzheimer-Demenz liegt das Tau-Protein in
hyperphosphoryliertem Zustand vor. Neben anderen Proteinkinasen ist hierfu¨r vorwiegend
das Enzym Glykogen-Synthase-Kinase 3β (GSK-3β) verantwortlich (siehe Kapitel 1.3.2).
Um die Auswirkungen der Hyperphosphorylierung auf die Aggregationseigenschaften des
Tau-Proteins untersuchen zu ko¨nnen, wurde fluoreszenzmarkiertes Tau fu¨r 20 Stunden mit
GSK-3β koinkubiert, eine Kontroll-Lo¨sung enthielt alle Komponenten und Puffer dieses Re-
aktionsansatzes bis auf die Kinase selbst (siehe Kapitel 2.2.6). Die Western blot Analyse
mit dem Tau-Antiko¨rper T46 (Abb. 3.2) zeigt deutlich einen Bandenshift des phosphory-
lierten Tau-Proteins gegenu¨ber dem GSK3β-freien Ansatz. Letzterer la¨uft auf Ho¨he des
normalen, fluoreszenzmarkierten Tau-Proteins.
3.3 Analyse des phosphorylierten Tau-Proteins
3.3.1 Aggregationsanalyse
In einer ersten Versuchsreihe wurden die Aggregationseigenschaften des phosphorylierten
(pTau) mit denen des scheinphosphorylierten Tau-Proteins (mTau, siehe Kapitel 2.2.6)
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Abbildung 3.2: Western blot des Phosphorylierungsansatzes. Aufgetragen sind Protein Tau647
(Tau) als Kontrolle sowie phosphoryliertes (pTau) und scheinphosphoryliertes, fluoreszenzmar-
kiertes Tau (mTau).Wa¨hrend Tau und mTau sich hinsichtlich ihrer Laufho¨he nicht unterscheiden,
zeigt das phosphorylierte Protein einen deutlichen Bandenshift.
verglichen. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass organische
Lo¨sungsmittel wie DMSO und dreiwertige Metallionen wie Al3+ einen starken proaggrega-
torischen Einfluss auf Tau in nanomolaren Lo¨sungen haben und zur Ausbildung verschie-
dener Aggregattypen fu¨hren [368]. In vier Versuchen wurden daher die Aggregationseigen-
schaften von pTau und mTau in Gegenwart von 1% DMSO, 10 µM Al3+ und Kombina-
tionen der beiden Aggregationsinduktoren quantifiziert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
der SIFT- und der Kreuzkorrelations-Analyse. Da die Kreuzkorrelation fru¨he Aggregations-
prozesse sensitiver detektiert, sind im Folgenden nur Kreuzkorrelations-Daten abgebildet.
Die SIFT-Analyse ergab vergleichbare Ergebnisse und ist tabellarisch im Anhang angefu¨gt
(Tabellen C.1, C.2).
Auch in dieser Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass 1% DMSO die Aggregation von
Tau induziert. Das Protein mTau zeigt dabei eine deutlich ho¨here Aggregationsneigung als
pTau (p < 0,001, Abb. 3.3 A.). A¨hnliche Ergebnisse wurden auch mit dem organischen
Lo¨sungsmittel Ethanol erzielt (siehe Tabellen C.1, C.2). Im zeitlichen Verlauf zeigt sich die
DMSO-induzierte Tau-Aggregation als kontinuierlicher, linearer Prozess (Abb. 3.7).
In Gegenwart von 10 µl Al3+ hingegen aggregiert das phosphorylierte Protein deutlich
sta¨rker (p < 0,05). Hierbei liegt das Aggregationsniveau fu¨r mTau und pTau u¨ber dem
der organischen Lo¨sungsmittel, die Aggregation erfolgt u¨berwiegend binnen der ersten 15
Minuten und erreicht dann ein stabiles Niveau (Abb. 3.7).
Die Kombination von Al3+ und DMSO zeigt bei mTau einen geringen synergistischen Ef-
fekt, pTau aggregiert jedoch auch unter diesen Bedingungen sta¨rker (p < 0,05).
In der SIFT-2D Analyse zeigt sich ein deutlicher Unterschied der Oligomer-Spezies in
Abha¨ngigkeit vom verwendeten Induktor. Wa¨hrend DMSO-induzierte Aggregate aus we-
nigen Proteinen bestehen, entstehen in Gegenwart von Al3+ große, intensiv fluoreszierende
Oligomere (Abb. 3.3 B). Eine FIDA der Fluoreszenzintensita¨t der Tau-Aggregate ergab in
Gegenwart von DMSO Oligomere, die bei pTau aus 5-17, bei mTau aus 25-60 Moleku¨len
bestehen (nicht gezeigt). Al3+ fu¨hrt zur Ausbildung von Aggregaten aus durchschnittlich
100 Moleku¨len innerhalb der ersten 15 Minuten.
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Abbildung 3.3: Aluminium induziert die Formation SDS-stabiler Tau Oligomere insbesondere
nach Phosphorylierung des Proteins. A. 10 µM Al3+ induziert eine deutlich sta¨rkere Aggregation
von Tau als 1% DMSO. In Gegenwart von DMSO aggregiert mTau sta¨rker als pTau, wa¨hrend
Al3+ eine sta¨rkere Aggregation von pTau induziert (n=4; 15 Proben). B. 2D-Histogramme der
detektierten Photonen zeigen, dass DMSO zur Ausbildung kleinerer Oligomere fu¨hrt als Al3+. C.
Quantifizierung der gebildeten Aggregate vor (T0) und 100 min nach (T100) Zugabe von SDS.
Symbole u¨ber den Fehlerbalken zeigen signifikante Unterschiede zwischen T0 und T100, Symbole
u¨ber den breiten Balken signifikante Unterschiede zwischen mTau und pTau (n=2; 7 Proben).
D. SDS-resistente Fraktion, berechnet als T100/T0. Al3+-induzierte Aggregate zeigen eine ho¨here
Resistenz als DMSO-Induzierte. Signifikanzniveau: *= p<0,05; **= p<0,01; ‡=p<0,001.
Im Anschluss an die Aggregationsstudien wurde das Verhalten der gebildeten Tau Oligo-
mere nach Zugabe von 0,2% SDS untersucht. Vorversuche zeigten, dass SDS die DMSO-
induzierte Aggregation von pTau und mTau ab einer Konzentration von ≥ 0,05% inhibiert
(Abb. 3.4).
Im Hauptversuch wurde jeder Probe nach Abschluss der Aggregationsmessung SDS in einer
Endkonzentration von 0,2% zugegeben. Der Ansatz wurde nach 100 Minuten erneut gemes-
sen (T100). Anschließend wurde die Kreuzkorrelations-Amplitude des letzten Meanders der
Aggregationsmessung (T0) mit T100 verglichen (Abb. 3.3 C) . Hierbei zeigt sich eine deut-
liche Reduktion der DMSO-induzierten Aggregate auf < 20% (SDS-resistente Fraktion,
Abb. 3.3 D). Al3+-induzierte Aggregate weisen hingegen eine deutlich ho¨here Resistenz
3.3 Analyse des phosphorylierten Tau-Proteins 49
gegen SDS auf.
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Abbildung 3.4: Tau-Aggregation in Gegenwartvon SDS in absteigender Konzentration, induziert
durch 1% DMSO. Sowohl fu¨r pTau als auch fu¨r mTau liegt die minimale Hemmkonzentration bei
≥0,05% SDS
3.3.2 Koaggregation von Tau und α-Synuklein
Pathologische Aggregate der Proteine Tau und α-Synuklein ko¨nnen in einigen neurodege-
nerativen Erkrankungen nachgewiesen werden (siehe Kapitel 1.1.3). Da es sich in beiden
Fa¨llen um zytoplasmatische Proteine handelt, die teilweise auch gemeinsame Aggrega-
te bilden, sind Interaktionen zwischen diesen Proteinen von besonderem pathophysiolo-
gischen Interesse. In der folgenden Versuchsreihe wurde die Koaggregation monomeren
α-Synukleins647 (α-Syn647) mit monomerem pTau488 und mTau488 in Gegenwart von 1%
DMSO und dreiwertigen Metallionen in einer Konzentration von 10 µM untersucht. Auch
hier sind ausschließlich Kreuzkorrelations-Daten abgebildet, die SIFT-Daten zeigten im
Allgemeinen vergleichbare Ergebnisse und sind tabellarisch im Anhang angefu¨gt (siehe Ta-
bellen C.3, C.4).
In Abwesenheit von Aggregationsinduktoren zeigt sich nahezu keine Interaktion der beiden
Proteine (Abb. 3.5). DMSO induziert die Koaggregation von pTau und mTau mit α-Syn,
wobei die Phosphorylierung des Tau-Proteins keinen signifikanten Unterschied bewirkt. Die
Koaggregation erfolgt vorwiegend in den ersten 15 Minuten und erreicht dann ein stabiles
Niveau (Abb. 3.7).
In Gegenwart dreiwertiger Metallionen zeigt pTau eine deutlich ausgepra¨gtere Koaggrega-
tionsneigung als mTau (Fe3+ p < 0,001; Al3+ p < 0,001). Bei Kombination von Metallionen
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und DMSO gleicht sich das Koaggregationsniveau von mTau dem des pTau an, ein signifi-
kanter Unterschied besteht hierbei nur noch bei der Kombination von Al3+ + DMSO (p <
0,05). Die Kombination der beiden Induktoren fu¨hrt außerdem zur schnelleren Ausbildung
von Koaggregaten, insbesondere bei mTau (Abb. 3.7).
Auch in dieser Versuchsreihe zeigt die SIFT-2D Auswertung einen deutlichen Unterschied
der gebildeten Koaggregate in Abha¨ngigkeit vom Induktor. So erscheinen vor allem Al3+-
induzierte Oligomere deutlich gro¨ßer als solche, die sich in Gegenwart von 1% DMSO
formieren.
Um die Stabilita¨t der so entstandenen Tau und α-Syn Koaggregate zu pru¨fen, wurde
den Koaggregations-Experimenten nach Abschluss der oben dargestellten Messung SDS
in einer Endkonzentration von 0,2% zugegeben und der Ansatz nach 100 Minuten erneut
gemessen (T100, Abb. 3.5 B). Die letze Messung des Aggregationsansatzes wurde hier-
bei als Ausgangswert verwendet (T0). Wa¨hrend nach SDS-Zugabe weniger als 10% der
DMSO-induzierten Koaggregate verbleiben, zeigen die Metallionen-induzierten Aggrega-
te eine zumindest partielle Persistenz in SDS (Abb. 3.5 C). Wenngleich die SDS-resistente
Fraktion bei Fe3+ am ho¨chsten erscheint, ist zu beachten, dass die Gesamtzahl der resisten-
ten Aggregate bei Al3+ aufgrund des insgesamt ho¨heren Koaggregationsniveaus deutlich
gro¨ßer ist.
3.3.3 Koaggregation von Tau Oligomeren mit monomerem α-
Synuklein
Die im vorangegangenen Kapitel dargestellten Ergebnisse zeigen bereits, dass sich die Ko-
aggregationsneigung von pTau und mTau mit α-Syn je nach verwendetem Aggregations-
Induktor unterscheidet. In einer weiteren Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob dieser
Unterschied auch bei pra¨formierten Tau Oligomeren besteht. Hierzu wurden pTau488 und
mTau488 in Gegenwart von 1% DMSO und 10 µM Fe3+ bzw. Al3+ fu¨r 90 Minuten vorinku-
biert und anschließend monomeres α-Synuklein647 zugegeben. Wie in den vorangegangenen
Kapiteln sind ausschließlich Kreuzkorrelations-Daten abgebildet, die SIFT-Daten zeigten
im Allgemeinen vergleichbare Ergebnisse und sind tabellarisch im Anhang angefu¨gt (siehe
Tabellen C.5, C.6).
In dieser Versuchsreihe zeigt sich eine Induktion der Koaggregation von Tau Oligomeren
und monomerem α-Syn durch 1% DMSO (p < 0,05), die bei mTau sta¨rker ausgepra¨gt ist
als bei pTau (p < 0,05, Abb. 3.6 A). Auch hier erfolgt die Oligomerisation u¨berwiegend
wa¨hrend der ersten 15 Minuten und erreicht dann ein stabiles Niveau (Abb. 3.7).
In Gegenwart der Metallionen, und besonders von Al3+, zeigt sich hingegen ein ho¨heres
Koaggregationsniveau von pTau und α-Syn (Fe3+ p < 0,01; Al3+ p < 0,001). Auch in dieser
Versuchreihe konnte das Koaggregationsniveau von pTau und mTau durch Kombination
von DMSO und Metallionen angeglichen werden, im Fall von Al3+ war der Unterschied
jedoch nach wie vor signifikant (p < 0,01).
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Abbildung 3.5: Al3+ bewirkt eine sta¨rkere Koaggregation von Tau und α-Syn als DMSO und
Fe3+, insbesondere nach Phosphorylierung des Tau-Proteins. A. 1% DMSO und 10 µM Fe3+
zeigen milde proaggregatorische Effekte, Al3+ bewirkt eine starke Koaggregation der Proteine.
2D-Histogramme zeigen die Ausbildung gro¨ßerer Aggregate in Gegenwart von Al3+ gegenu¨ber
DMSO, wa¨hrend dieser Effekt bei Fe3+ weniger deutlich ausgepra¨gt ist. B. Quantifizierung der
gebildeten Koaggregate vor (T0) und 100 min nach (T100) Zugabe von SDS. Symbole u¨ber den
Fehlerbalken zeigen signifikante Unterschiede zwischen T0 und T100, Symbole u¨ber den breiten
Balken signifikante Unterschiede zwischen mTau und pTau. C. SDS-resistente Fraktion, berech-
net als T100/T0. Metallionen-induzierte Koaggregate zeigen eine ho¨here Resistenz als DMSO-
Induzierte. D. Schematische Darstellung des Erscheinungsbildes monochromer und gemischter
Aggregate in der SIFT-2D Analyse. Monochrome Aggregate sind entlang der Achsen, gemischte
Aggregate in der Mitte des Histogramms abgebildet. Signifikanzniveau: *= p<0,05; **= p<0,01;
‡=p<0,001. n=4; 16 Proben.
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A¨hnlich der Versuchsreihe mit monomerem Tau zeigt sich auch hier ein Unterschied der
gebildeten Oligomere in der SIFT-2D Auswertung. So induzieren Metallionen, und insbe-
sondere Al3+, die Formation deutlich gro¨ßerer Koaggregate von Tau und α-Syn als DMSO.
Daru¨ber hinaus fu¨hrt die Kombination der beiden Induktorklassen zur rascheren Ausbil-
dung von Koaggregaten (Abb. 3.7).
Aufgrund des deutlichen Unterschiedes der Koaggregation von pTau und mTau wurde auch
hier die Aggregatstabilita¨t durch Zugabe von SDS getestet. Wa¨hrend nach SDS-Zugabe
weniger als 10% der DMSO-induzierten Koaggregate verbleiben, zeigen die Metallionen-
induzierten Aggregate eine zumindest partielle Resistenz gegen SDS (Abb. 3.6 B,C).
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Abbildung 3.6: In Gegenwart von Metallionen koaggregiert monomeres α-Syn sta¨rker mit pTau
Oligomeren. A. 1% DMSO und 10 µM Fe3+ zeigen einen milden proaggregatorischen Effekt, Al3+
hingegen induziert eine deutliche Koaggregation besonders von pTau und α-Syn. 2D-Histogramme
zeigen die Ausbildung gro¨ßerer Aggregate in Gegenwart von Al3+ gegenu¨ber DMSO, wa¨hrend
dieser Effekt bei Fe3+ weniger deutlich ausgepra¨gt ist. B. Quantifizierung der gebildeten Koag-
gregate vor (T0) und 100 min nach (T100) Zugabe von SDS. Symbole u¨ber den Fehlerbalken
zeigen signifikante Unterschiede zwischen T0 und T100, Symbole u¨ber den breiten Balken signifi-
kante Unterschiede zwischen mTau und pTau. C. SDS-resistente Fraktion, berechnet als T100/T0.
Metallionen-induzierte Koaggregate zeigen eine ho¨here Resistenz als DMSO-Induzierte. Signifi-
kanzniveau: *= p<0,05; **= p<0,01; ‡=p<0,001. n=5; 20 Proben.
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Abbildung 3.7: Kinetik der Aggregations- und Koaggregationsversuche mit phosphoryliertem
Protein Tau und α-Synuklein. In Spalte Tau488/Tau647 ist die Tau-Aggregation, in Spalte
Tau488/α-Syn647 die Koaggregation von Tau und α-Syn Monomeren abgebildet. Die Kinetik der
Koaggregation von Tau Oligomeren mit monomerem α-Syn ist in Spalte Tau488oligo/α-Syn647
dargestellt. Signifikanzniveau: *= p<0,05; **= p<0,01; ‡=p<0,001.
3.4 Inhibitoren der Tau-Aggregation 54
3.4 Inhibitoren der Tau-Aggregation
In dieser Versuchsreihe sollten Substanzen (compounds) identifiziert werden, die die Aggre-
gation des Tau-Proteins in vitro inhibieren ko¨nnen. Hierzu wurden 9 compounds aus der
Gruppe der Imidazol[1,2-α]Pyridin-Derivate (IMPY) ausgewa¨hlt und in Konzentrationen
von 10 µM, 1 µM, 0,1 µM und 10 nM getestet. IMPYs verfu¨gen u¨ber ein zentrales Geru¨st
mit zwei variablen Resten R1 und R2, die mit unterschiedlichen Substituenten konjugiert
werden ko¨nnen (siehe Abb. 3.8).
N
N
R1
NR2
Abbildung 3.8: Grundgeru¨st der Imidazol-Pyridin-Derivate. An die Positionen R1 und R2 ko¨nnen
unterschiedliche Substituenten konjugiert werden.
Die compounds wurden in den oben angegebenen Konzentrationen in 50 mM TRIS, 1%
DMSO vorgelegt, eine oligomerfreie Lo¨sung aus Tau488 und Tau647 in gleichem Verha¨ltnis
zugegeben und die Messung gestartet. Testreihen in 50 mM TRIS mit und ohne 1% DMSO
wurden in jedem Versuch als high control und low control mitgefu¨hrt. Es wurden immer
vier Substanzen pro Versuch im vierfach-Ansatz getestet, insgesamt wurde jede Substanz
viermal untersucht. In der Auswertung wurde die low control (TRIS 50 mM) gleich 0%,
die high control (TRIS 50 mM + 1% DMSO) gleich 100% gesetzt.
Um eine Sto¨rung der Messung durch die compounds selbst auszuschließen, erfolgte ei-
ne Leermessung der Substanzen in einer Konzentration von 10 µM und 1 µM. Hier-
bei zeigte sich, dass die Mehrzahl der ausgewa¨hlten compounds eine messbare Eigen-
fluoreszenz besitzt (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde in einem weiteren Schritt das
Kreuzkorrelations- und SIFT-Signal der compounds mit dem der high controls (Tau + 1%
DMSO) aller durchgefu¨hrten Versuche verglichen. Alle compounds mit Ausnahme der Sub-
stanz BSc 2948 zeigten in der Kreuzkorrelations-Analyse einen der Tau-Lo¨sung vergleich-
baren Kreuzkorrelations-Wert. In der SIFT-Analyse erreichten lediglich die Substanzen
BSc 2890, BSc 3702 und BSc 3912 Signalsta¨rken bei 10 µm/ml, die denen der Tau-Lo¨sung
vergleichbar waren (Daten nicht gezeigt).Daher wurde die Auswertung im Hauptversuch
mit der SIFT-Analyse bei einer maximalen compound -Konzentration von 1 µm/ml durch-
gefu¨hrt.
Im Hauptversuch wurden zuna¨chst fu¨nf Substanzen mit unterschiedlichen R1-Substituen-
ten und einem Pyrrolidin an R2 untersucht (Abb. 3.9, Substituenten siehe Abb. 3.11).
Hierbei zeigen sich Ethin und Methylthioether als wirksamste Substituenten an Position
R1. Weder das Halogen Fluor noch eine Methyl- oder Nitrogruppe vermo¨gen das Aggrega-
tionsniveau auf unter 50% der high control zu senken.
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In einem weiteren Schritt wurden drei Substanzen mit den R2-Substituenten Iod, Amin
und Diethylamin getestet, von denen das Diethylamin die sta¨rkste Wirkung zeigt (siehe
Abb. 3.9). Als R1-Substituent dient hierbei das Halogen Iod.
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Abbildung 3.9: Inhibition der Tau-Aggregation durch verschiedene IMPYs. A. Unter den R1-
Substituenten zeigen sich die Substanzen BSc3912 und BSc3702 am wirksamsten. B. Die geteste-
ten R2-Substituenten erweisen sich allesamt als wirksam, am effektivsten senkt die Substanz BSc
2948 die Tau-Aggregation.
Da die Substanz BSc 3702 sehr gute und stabile antiaggregatorische Eigenschaften auf-
weist, wurde ihr R2-Substituent durch ein Dimethylamin ersetzt. Hierdurch konnte jedoch
keine weitere Steigerung des antiaggregatorischen Effekts erzielt werden (siehe Abb. 3.10).
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Abbildung 3.10: Inhibition der Tau-Aggregation durch BSc3702 und BSc3704.
Im abschließenden Vergleich der getesteten compounds erweisen sich Substanzen mit
Pyrrolidin an R2 am effektivsten, wobei sa¨mtliche der getesteten Substanzen mit dem
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Halogen Iod an R1 ebenfalls gute antiaggregatorische Eigenschaften aufweisen (siehe Abb.
3.11). Die Substanz BSc 2889 mit mit einem Pyrrolidin an R2 und Iod an R1 stand zum
Zeitpunkt der Versuchsdurchfu¨hrung nicht zur Verfu¨gung.
Sa¨mtliche compounds senkten das Aggregationsniveau des Tau-Proteins signifikant ab (p
< 0,001), bei der minimalen Konzentration von 10 nM bestand bei keiner der getesteten
Substanzen ein signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle.
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Inhibition der Tau-Aggregation durch IMPYs (1μM Endkonzentration) 
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Abbildung 3.11: Darstellung des antiaggregatorischen Effekts aller getesteten compounds bei
einer Konzentration von 1 µm/ml. Die Substanzen BSc 3912 und BSc 3702 zeigen die ho¨chste
antiaggregatorische Wirkung.
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3.5 Antiko¨rper
In dieser Versuchsreihe sollte gekla¨rt werden, ob mit Hilfe der SIFT-Methode spezifische
Antigen-Antiko¨rper-Interaktionen in Proteinlo¨sungen niedriger Molarita¨t detektiert wer-
den ko¨nnen.
3.5.1 Phosphoryliertes Tau-Protein und Antiko¨rper
Der Antiko¨rper AT-8 detektiert spezifisch phosphoryliertes Tau-Protein und wird routi-
nema¨ßig in der Alzheimer-Diagnostik verwendet. Um zu pru¨fen, ob mit dem Antiko¨rper
phosphoryliertes von scheinphosphoryliertem Protein in niedrig-molaren Lo¨sungen unter-
schieden werden kann, wurden zuna¨chst die in Tabelle 3.3 aufgefu¨hrten Antiko¨rper mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa488 markiert, aufgereinigt und mit der FCS-Methode auf
ihre Reinheit gepru¨ft.
Antiko¨rper Antigen Diffusionszeit Reinheit
[µs] [%]
T46488 Protein Tau 1312,41 91,22
(alle Isoformen)
AT-8488 phosphoryliertes 1455,28 84,68
Protein Tau
6E10488 Aβ 1324,24 93,18
Tabelle 3.3: FCS-Analyse der fluoreszenzmarkierten Tau-Antiko¨rper.
In einer Voruntersuchung an unphosphoryliertem, fluoreszenzmarkiertem Tau ließ sich mit
der SIFT-Methode bereits ein deutlicher Unterschied zwischen den Antiko¨rpern T46 und
AT-8 darstellen. T46 zeigt eine deutliche Koaggregationsneigung mit Tau. In Gegenwart
von AT-8 formieren sich hingegen fast ausschließlich monochrome Tau-Aggregate (Abb.
3.12).
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Abbildung 3.12: SIFT-2D Darstellung der Koaggregation von AT-8 und T46 mit fluoreszenz-
markiertem Tau-Protein in Gegenwart von 1% DMSO.
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Im Hauptversuch wurden die Antiko¨rper T46, AT-8 und 6E10 sowohl mit phosphorylier-
tem (pTau) als auch mit scheinphosphoryliertem Tau-Protein (mTau) in 50 mM TRIS,
1% DMSO inkubiert. Der Aβ-Antiko¨rper 6E10 wurde als Negativkontrolle mitgefu¨hrt,
um unspezifische Aggregationsvorga¨nge auszuschließen. Die Untersuchung erfolgte mit der
SIFT-Methode im vierfach-Ansatz und wurde insgesamt drei Mal ausgefu¨hrt.
Der Phosphorylierungs-unabha¨ngige Antiko¨rper T46 zeigt sowohl mit pTau als auch mit
mTau ein deutlich sta¨rkeres Koaggregationssignal als die Negativkontrolle (mTau p<0,001;
pTau p<0,01, Abb. 3.13). Es entstanden mehr gemischte Aggregate mit mTau, wobei die
Analyse der Gesamthelligkeit zeigte, dass mTau in etwa 1,5-fach ho¨herer Konzentration
vorlag als pTau (nicht gezeigt). Die Antiko¨rper T46 und AT-8 weisen keinen signifikan-
ten Unterschied in ihrer Koaggregation mit pTau auf. AT-8 bindet nicht an mTau, das
Koaggregationssignal bewegt sich hier im Rahmen der Negativkontrolle und ist signifikant
geringer als das von pTau (p<0,01).
3.5.2 Synuklein-Antiko¨rper
Zur Detektion von α-Synuklein wurden die Antiko¨rper 15G7, 6E10 und A11 zuna¨chst
fluoreszenzmarkiert und aufgereinigt. Tabelle 3.4 zeigt die Analyse der aufgereinigten An-
tiko¨rper sowie deren Antigen.
Antiko¨rper Antigen Diffusionszeit Reinheit
[µs] [%]
15G7488 α-Syn 1178,03 89,65
15G7647 α-Syn 1460,54 84,50
6E10488 Aβ 1324,24 93,18
A11488 Protein-Oligomer 1306,25 92,13
Tabelle 3.4: FCS-Analye der fluoreszenzmarkierten Synuklein-Antiko¨rper. Die unterschiedliche
Diffusionszeit von 15G7488 und 15G7647 erkla¨rt sich aus dem abweichenden Fokusdiameter bei
633 nm Wellenla¨nge.
In dieser Versuchsreihe sollte einerseits u¨berpru¨ft werden, ob die spezifische Bindung des
Antiko¨rpers 15G7 an α-Syn in niedrig-molarer Lo¨sung mit Hilfe von FCS und SIFT de-
tektiert werden kann. Der Aβ-spezifische Antiko¨rper 6E10 wurde als Kontrolle mitgefu¨hrt.
Andererseits wurde gepru¨ft, ob der Oligomer-spezifische Antiko¨rper A11 [369] DMSO- oder
Fe3+-induzierte Synuklein Oligomere erkennt.
Hierzu wurden Alexa488-fluoreszenzmarkierte Antiko¨rper mit Alexa647-markiertem α-Synuklein
in folgenden Lo¨sungen inkubiert:
1. 50 mM TRIS pH 7,0 (n=3)
2. 50 mM TRIS pH 7,0 + 1% DMSO (n=3)
3. 50 mM TRIS pH 7,0 + 1% DMSO + 10 µM Fe3+ (n=2)
Die SIFT-2D und Kreuzkorrelations-Analyse ergaben hierbei eine hohe Koaggregation fu¨r
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Abbildung 3.13: Selektive Detektion von pTau647 und mTau647 durch T46488 und AT-8488. A.
SIFT-Analyse der Antiko¨rper/Tau Interaktion, normiert gegen das Koaggregations-Signal von
T46488 und mTau647. Wa¨hrend T46 sowohl pTau als auch mTau detektiert, ist eine Interaktion
von AT-8 nur mit pTau messbar. Der Aβ-Antiko¨rper 6E10 detektiert weder pTau noch mTau. Die
Symbole u¨ber den breiten Balken zeigen das Signifikanzniveau je Antiko¨rper zwischen pTau und
mTau, die Symbole u¨ber den Fehlerbalken das Signifikanzniveau zwischen Tau-Antiko¨rper und
zugeho¨riger 6E10-Kontrolle an. Signifikanzniveau: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ‡ = p < 0,001.
n=3. B. SIFT-2D Histogramme der Antiko¨rper/Tau Interaktion. T46 zeigt Interaktion mit pTau
und mTau, in Gegenwart von 6E10 erscheinen nur monochrome Tau-Aggregate. Der Antiko¨rper
AT-8 erkennt nur phosphoryliertes Tau-Protein.
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15G7 und α-Synuklein in allen getesteten Lo¨sungen. Der Antiko¨rper 6E10 hingegen koag-
gregiert nicht mit α-Syn in 50 mM TRIS mit/ohne 1% DMSO. In Gegenwart von 10 µM
Fe3+ zeigt sich in einem der beiden Versuche eine erho¨hte Koaggregation von 6E10 und
α-Synuklein. Der Oligomer-Antiko¨rper A11 zeigt keine Koaggregation mit α-Synuklein in
allen getesteten Lo¨sungen (Abb. 3.14).
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Abbildung 3.14: Koaggregation von α-Synuklein und Antiko¨rpern. Links: Kreuzkorrelations-
Analyse der Koaggregation. 15G7 zeigt eine deutliche Erho¨hung des Aggregationsniveaus,
wa¨hrend A11 etwa in Ho¨he der Negativkontrolle 6E10 liegt. Rechts: SIFT-2D-Analyse der Koag-
gregation. Im Gegensatz zu 15G7 bilden 6E10 und A11 keine bichromen Aggregate.
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Ein alternatives Verfahren zum Nachweis von Interaktionen verschiedener Proteine ist die
Analyse der Diffusionszeit fluoreszenzmarkierter Proteine in Gegenwart nicht markierter
Proteine. In einem weiteren Versuchsansatz wurden die Antiko¨rper 15G7, 6E10 und A11
in Gegenwart unmarkierten α-Synukleins getestet. Hierbei wurden neben monomerem α-
Synuklein in 50 mM TRIS auch Synuklein Fibrillen und die Synuklein Oligomere LZ1 ud
LZ2 getestet, die von der Arbeitsgruppe Kostka folgendermaßen hergestellt wurden:
LZ1: 150 mM Na2PO4 + 5% Ethanol + α-Synuklein 0,2 mg/ml
LZ2: 150 mM Na2PO4 + 5% Ethanol + 20 µM FeCl3 + α-Synuklein 0,2 mg/ml
Die α-Syn-Fibrillen wurden freundlicherweise von Dr. Johannes Levin zur Verfu¨gung ge-
stellt.
Getestet wurden die oben genannten Antiko¨rper in folgenden Kombinationen:
A11488 + 15G7647; 6E10488 + 15G7647; 15G7647. Die Verwendung verschiedenfarbig mar-
kierter Antiko¨rper in derselben Lo¨sung sollte zeigen, ob das enthaltene unmarkierte Protein
lediglich von einem oder von beiden Antiko¨rpern erkannt wurde.
Wa¨hrend die Diffusionszeit des Antiko¨rpers 15G7 in allen Versuchsreihen in Gegenwart
von LZ1, LZ2 und Fibrillen anstieg, blieb die Diffusionszeit von A11 und 6E10 stabil
(Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: FCS-Analyse der Koaggregation von Antiko¨rpern und α-Syn. Die Diffusionszeit
erho¨ht sich lediglich bei 15G7 in Gegenwart von Oligomeren oder Fibrillen.
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3.6 Matrix-Metalloproteinasen
Die Familie der Matrix-Metalloproteinasen (MMP) bezeichnet eine Gruppe von derzeit 25
bekannten Proteasen, denen ein Eisen-Ion im katalytischen Zentrum gemeinsam ist. Ver-
schiedene MMP spielen bei inflammatorischen, malignen und degenerativen Prozessen eine
zentrale Rolle. Besonders die Enzyme MMP-1, MMP-3 und MMP-9 wurden bereits mit
dem Morbus Alzheimer sowie anderen neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung
gebracht, jedoch ist ihre genaue Funktion in der Pathogenese dieser Erkrankungen noch
weitgehend unklar (siehe Kapitel 1.4.3).
Fru¨here Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass MMP-1 und MMP-3
durch limitierte Proteolyse einen proaggregatorischen Effekt auf das amyloidogene Protein
des Morbus Parkinson, das α-Synuklein, ausu¨ben. In weiterfu¨hrenden Versuchen wurde in
der vorliegenden Arbeit die Auswirkung von MMP-1, -3 und -9 auf die Aggregationseigen-
schaften des Tau-Proteins untersucht.
3.6.1 Aggregations-Analyse
Zuna¨chst wurde untersucht, ob die proteolytische Spaltung des Tau-Proteins in der FCS
detektiert werden kann. Hierzu wurde eine Proteinlo¨sung aus Tau488 und Tau647 fu¨r 60 Mi-
nuten bei 37◦ C mit einer Verdu¨nnungsreihe der Proteinase K (PK) inkubiert und anschlie-
ßend in Gegenwart von 0,2% SDS gemessen. SDS sollte hierbei eine mo¨gliche Aggregation
der Proteinfragmente unterbinden. Abbildung 3.16 zeigt die parallele Zunahme von Ge-
samthelligkeit und Teilchenzahl bei zeitgleicher Abnahme der Diffusionszeit in Gegenwart
von PK. Die Zunahme der Gesamthelligkeit nach proteolytischem Verdau ist ein regelhaft
beobachtetes Pha¨nomen und wird durch die Freisetzung der Fluorophore aus gro¨ßeren Pro-
teinen erkla¨rt. Dieser Effekt wird als dequenching bezeichnet. Da die Gesamthelligkeit am
wenigsten von Aggregationsprozessen beeinflusst wird und sowohl in der SIFT- also auch
in der FCS-Analyse als Parameter zur Verfu¨gung steht, wurde sie in den Aggregations-
Versuchen als Maß der Proteolyse verwendet.
Anschließend wurde gepru¨ft, ob das Protein Tau durch limitierte Proteolyse zu vermehr-
ter Aggregation angeregt werden kann. Hierzu wurde eine Proteinlo¨sung aus Tau488 und
Tau647 erstellt, fu¨r eine Stunde bei 37◦ C mit Konzentrationsreihen von MMP-1, -3, -9
sowie PK und Trypsin inkubiert und anschließend mit Hilfe der SIFT-Methode in 50 mM
TRIS 1% DMSO analysiert. Es zeigt sich ein signifikanter proaggregatorischer Effekt von
MMP-1 und -9, wa¨hrend MMP-3, PK und Trypsin in ho¨heren Konzentrationen zu einer
Abnahme der Aggregation fu¨hren (Abb. 3.17). Alle getesteten Proteasen induzieren in der
SIFT-Analyse außerdem einen Anstieg der Gesamthelligkeit.
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Abbildung 3.16: FCS-Analyse des Tau-Proteins nach limitierter Proteolyse durch Proteinase K.
In niedrigen Konzentrationen fallen Gesamthelligkeit und Teilchenzahl ab, wa¨hrend die Diffusi-
onszeit zunimmt. Gezeigt sind Messwerte des gru¨nen Kanals (488 nm).
3.6.2 Analyse der limitierten Proteolyse
SDS-PAGE
Aufgrund der unterschiedlichen Auswirkungen der getesteten Proteasen auf die Aggrega-
tion des Tau-Proteins wurde in einem weiteren Schritt untersucht, ob sich fu¨r die einzelnen
Proteasen charakteristische Proteolyse-Muster identifizieren lassen. Hierzu wurde unmar-
kiertes Protein Tau in einer Konzentration von 0,2 mg/ml fu¨r eine Stunde bei 37◦ C mit
Verdu¨nnungsreihen der einzelnen Proteasen inkubiert. Anschließend wurde eine SDS-PAGE
der Proben durchgefu¨hrt und die Gele mit Coomassie Blau gefa¨rbt. Fu¨r MMP-1, -3 und
-9 wurde dieser Versuch zweimal durchgefu¨hrt.
Fu¨r MMP-3 und MMP-9 finden sich hierbei hochspezifische Proteolyse-Muster (Abb. 3.18),
die in beiden Versuchen identisch erscheinen (nicht gezeigt). MMP-1 zeigt in beiden Ver-
suchen keine im Coomassie-Gel eindeutig sichtbaren Spaltprodukte. Jedoch findet sich im
Western blot mit anschließender NBT-BCIP-Fa¨rbung (siehe Kapitel 2.2.2) eine Bande, die
im Coomassie-Gel von der Protease u¨berlagert und in der Tau-Kontrolle nicht nachweisbar
ist (Abb. 3.19).
Der Verdau des Tau-Proteins mit Proteinase K und Trypsin fu¨hrt in hohen Konzentratio-
nen zu Fragmenten, die aufgrund ihrer geringen Gro¨ße in diesem Gel-System nicht mehr
darstellbar sind. Erst bei Konzentrationen von 4 ng/ml fu¨r PK und 0,4 µg/ml fu¨r Trypsin
lassen sich Spaltprodukte erkennen, die in der SIFT-Analyse jedoch keinen proaggregato-
rischen Effekt haben (Abb. 3.18).
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Abbildung 3.17: Aggregations-Analyse des Tau-Proteins nach limitierter Proteolyse. Wa¨hrend
MMP-1 und MMP-9 zu einem deutlichen Anstieg der Gesamthelligkeit und der Aggregation
fu¨hren, steigt bei MMP-3, PK und Trypsin lediglich die Gesamthelligkeit, die Aggregation hinge-
gen ist gegenu¨ber der Kontrolle vermindert. Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche ist rechts
unter dem jeweiligen Diagramm angegeben, alle Versuche wurden in Drei- bzw. Vierfach-Ansa¨tzen
durchgefu¨hrt. Dargestellt sind signifikante Abweichungen der Tau-Aggregation vom Wert der
Kontrolle (c(X) = 0 µg/ml bzw. ng/ml). Signifikanzniveau: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ‡ = p
< 0,001.
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Abbildung 3.18: Coomassie-Gel des Tau-Proteins nach Verdau mit verschiedenen Proteasen.
Tau = Tau-Kontrolle ohne Protease; Protease = Protease ohne Tau. A. Produkte der limitierten
Proteolyse nach Inkubation mit MMP-3 und MMP-9 in Konzentrationen von 1 = 33 µg/ml, 2
= 3,3 µg/ml und 3 = 0,33 µg/ml. Es zeigen sich spezifische Bandenmuster der verschiedenen
Proteasen. B. Produkte der limitierten Proteolyse nach Inkubation mit Trypsin und Proteinase
K in Konzentrationen von 1 = 40 µg/ml, 2 = 0,4 µg/ml, 3 = 4 ng/ml und 4 = 0,04 ng/ml. Hohe
Konzentrationen von PK und Trypsin lysieren Tau vollsta¨ndig.
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Abbildung 3.19: Verdau des Tau-Proteins mit MMP-1 in Coomassie-Gel und Western blot nach
Anfa¨rbung mit NBT-BCIP. Tau = Protein Tau ohne Protease, MMP-1 = Protease ohne Tau-
Protein. A. Die Spuren 1 bis 3 zeigen das Resultat der limitierten Proteolyse mit Enzymkon-
zentrationen von 33 µg/ml, 3,3 µg/ml und 0,33 µg/ml im Coomassie-Gel. Hier finden sich keine
sichtbaren Spaltprodukte des Tau-Proteins. B. Die Spur Tau + MMP-1 zeigt den Verdau mit
33 µg/ml MMP-1 im Western blot. Hier lassen sich lassen sich Banden ausmachen, die in der
Kontrolle nicht vorhanden sind.
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Massenspektroskopie
Um die in der SDS-PAGE nach limitierter Proteolyse dargestellten Tau-Banden na¨her
zu charakterisieren, wurde unmarkiertes Protein Tau mit Trypsin, PK, sowie MMP-1, -3
und -9 fu¨r eine Stunde bei 37◦ C inkubiert und anschließend in der Massenspektrosko-
pie gemessen. Es zeigten sich fu¨r jede Protease spezifische Massen-Peaks, die im Wei-
teren mit den Software-Paketen Data Explorer (Applied Biosciences, Darmstadt) und
GPMAW (Lighthouse data, Odense) analysiert wurden. Diese Software kalkuliert aus
Massenspektroskopie-Daten und einer vorgegebenen Aminosa¨ure-Sequenz, welche Frag-
mente der Sequenz fu¨r die einzelnen Massen-Peaks in Frage kommen. Der erlaubte Fehler
bei der Massen-Abweichung wurde hierbei mit 0,1% vorgegeben. Es wurden nur Massen-
Peaks in die Analyse aufgenommen, die in > 50% der Proben nachweisbar und in der
Tau-Kontrolle ohne Protease nicht vorhanden waren. Abbildung 3.20 zeigt eine schemati-
sche Darstellung des Tau-Proteins mit den identifizierten potenziellen Schnittstellen. Die
repeat-Region ist gru¨n hervorgehoben. MMP-9 und MMP-1 generieren wenig bzw. kei-
ne Schnittstellen in der repeat-Region. Die Massen aller identifizierten potenziellen Tau-
Fragmente sind in Abbildung 3.21 dargestellt.
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Abbildung 3.20: Schematische Darstellung des Tau-Proteins und der Lokalisation der kalku-
lierten Schnittstellen. Die repeat-Region ist gru¨n gekennzeichnet, potenzielle Schnittstellen sind
als senkrechte schwarze Balken dargestellt. Die roten Balken repra¨sentieren die Hexapeptide
275VQIINK280 und 306VQIVYK311, die als essenziell fu¨r die Tau-Fibrillisation angesehen wer-
den. Wa¨hrend MMP-3, PK und Trypsin zahlreiche Schnittstellen in der repeat-Region und ins-
besondere in oder nahe der Hexapeptide aufweisen, zeigen MMP-1 und -9 kaum proteolytische
Aktivitt in dieser Region.
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MMP-1MMP-3 MMP-9Proteinase KTrypsin 
Masse [Da] Proben Fragment
10054,48  2/3 1 - 955765,68  2/3 207 - 260 5824,51   2/3 330 - 3835036,73  3/3 314 - 3585174,10  3/3 181 -228
10055,23  2/3 303 - 3965767,57  2/3 98 - 155 5824,98   2/3 52 - 1095158,03  2/35375,90  3/3
41070,66  2/3 1 -393  5859,49  2/3 86 - 143 6795,97   2/3 22 - 865428,89  2/3 70 - 123 5672,36  3/3 325 - 377 
41077,67  2/3 4 - 3965868,49  2/3 356 - 412 6804,30   3/3 60 - 1275490,80  2/35677,33  2/3 146 - 201 
41409,07  2/3 1 - 396 5869,05  2/3 40 - 97 6804,56   2/3 110 - 1795549,74  2/35749,52  3/3
5927,59  2/3 156 - 213 6807,93   2/3 180 - 2425559,57  2/3 182 - 2336638,67  3/3
8792,30  2/3 38 - 124 10104,15   2/35639,21  3/3 358 - 4127006,00  3/3
8858,42  2/3 13488,51   3/3 204 - 3305752,92  3/3 18 - 737014,66  3/3
9480,68  2/3 125 - 218 13488,93   3/3 66 - 200 5755,49  3/3 301 - 3527160,91  2/3
9486,96  2/3 32 - 124 13492,51   3/3 44 - 179 5935,81  2/3 168 - 2247372,85  2/3
9487,88  2/3 261 - 349 13497,51   2/3 22 - 1535939,57  2/3 355 - 4127532,70  3/3 25 - 97
10150,54  3/3 2 - 97 13511,74   2/3 61 - 195 5942,77  2/3 264 - 3197544,60  2/3 270 - 341
10154,54  3/3 144 - 241 13568,80   3/3 60 - 195 6138,82  3/3 353 - 4127660,88  3/3 24 - 97
10157,62  3/3 261 - 355 13569,74   3/3 58 - 193 6157,52  2/3 1 - 568153,30  3/3 270 - 346
10161,56  2/3 271 - 365 13582,50   3/3 131 - 2616402,62  2/38154,04  3/3 98 - 180
10162,79  2/3 207 - 302 13585,63   3/3 203 - 3307027,84  2/3 356 - 4128363,36  3/3 112 - 195
10202,01  2/3 43 - 143 13605,67   2/3 43 - 1797145,43  3/3 4 - 698363,36  3/3 113 - 196
10211,60  2/3 144 - 242 13606,59   2/3 243 - 3697147,37  3/3 182 - 24810142,63  2/3 6 - 101
10213,55  2/3 286 - 380 13611,76   2/3 196 - 3237151,08  2/3 293 - 35810151,84  3/3 197 - 292
10217,69  2/3 156 - 253 13783,59   2/3 262 - 3917151,12  3/3 289 - 35410157,62  3/3 262 - 356
10268,65  2/3 144 - 243 13792,80   3/3 243 - 3727476,82  3/3 1 - 6910159,93  3/3 45 - 145
10281,74  3/3 1 - 97 13795,03   3/3 58 - 1957479,53  3/3 286 - 35413106,09  2/3
10285,79  3/3 261 - 356 18261,58   2/3 1 - 179 7691,73  2/3 70 - 14613301,23  2/3 162 - 288
10289,73  3/3 271 - 366 20031,54   2/3 66 - 2617693,75  2/3 284 - 35413301,31  2/3 166 - 292
11902,26  2/3 20031,97   2/3 196 - 3837694,74  2/3 288 - 35813304,19  2/3 122 - 251
12071,74  2/3 156 - 270 20063,65   2/3 1 - 1957699,47  2/3 273 - 34513310,13  2/3 98 - 228
12080,71  2/3 125 - 242 27121,85   2/3 1 - 2617781,82  3/3 287 - 35813318,26  2/3 142 - 269
12080,86  2/3 243 - 355 27135,73   2/3 154 - 4127788,85  3/3 272 - 34516303,23  2/3 68 - 228
29496,44  2/3 125 - 4077790,87  3/3 283 - 35416318,71  3/3 166 - 320
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Abbildung 3.21: Massenspektroskopie des Tau-Proteins nach limitierter Proteolyse. Aufgefu¨hrt
sind die massenspektroskopisch identifizierten Molekulargewichte der Tau-Fragmente sowie die zu-
geho¨rigen kalkulierten Protein-Sequenzen. Zwei Fragmente, die die repeat-Region fast vollsta¨ndig
beinhalten, sind gelb gekennzeichnet. n = 3.
Kapitel 4
Diskussion
Pathologische Aggregate der Proteine Tau und α-Synuklein (α-Syn) sind seit langem als
sensitive und spezifische Marker in der histopathologischen Diagnostik verschiedener neu-
rodegenerativer Erkrankungen etabliert [78, 183]. Zahlreiche in vitro und in vivo Studien
haben daru¨ber hinaus deutliche Hinweise geliefert, dass den Proteinen auch eine zentra-
le Rolle in der Pathophysiologie dieser Erkrankungen zukommt [59, 177, 197, 370, 371]. In
ju¨ngerer Zeit mehren sich zudem die Hinweise, dass weniger die diagnostisch im Vorder-
grund stehenden fibrilla¨ren Aggregate, sondern vielmehr oligomere Vorformen die patho-
physiologisch relevante Aggregatspezies dieser Proteine darstellen ko¨nnten [45–47].
Aus diesem Grund bescha¨ftigt sich unsere Arbeitsgruppe bereits seit la¨ngerem mit der
Detektion fru¨her Aggregationsprozesse von Tau und α-Syn. Hierzu finden die Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie (FCS) und Scanning for intensely fluorescent targets (SIFT)
Anwendung, die Oligomere fluoreszenzmarkierter Proteine bereits in attomolarer Konzen-
tration detektieren ko¨nnen und auch zur Untersuchung von Interaktionen unterschiedlicher
Proteine geeignet sind [69,356,357].
In Vorga¨ngerarbeiten wurde der Einfluss von Metallionen und organischen Lo¨sungsmitteln
auf die Aggregationseigenschaften der beiden Proteine detailiert untersucht. Die hier vor-
gelegte Arbeit besta¨tigt nochmals fru¨here Ergebnisse und bescha¨ftigt sich in weiterfu¨hren-
den Experimenten mit den Auswirkungen post-translationaler Modifikationen des Tau-
Proteins, wie Phosphorylierung oder limitierter Proteolyse, auf dessen Aggregation und
Koaggregation mit α-Syn. Daru¨ber hinaus werden mo¨gliche diagnostische und therapeuti-
sche Implikationen von FCS und SIFT untersucht.
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4.1 Einfluss der Phosphorylierung auf die Tau-Aggre-
gation und Koaggregation mit α-Synuklein
4.1.1 Tau-Aggregation
Bisherige in vitro Studien ergaben kein einheitliches Bild u¨ber die Auswirkungen der Phos-
phorylierung auf die Aggregationseigenschaften des Tau-Proteins. Bis heute wurde der Ein-
fluss diverser potentieller Tau-Kinasen bereits in verschiedenen etablierten Aggregations-
Modellen des Proteins untersucht. Eine pathophysiologisch bedeutsame Rolle ko¨nnte hier-
bei der Glykogen Synthase Kinase 3β zukommen (GSK-3β, siehe Kapitel 1.3), die auch in
dieser Arbeit Anwendung fand.
Da das Tau-Protein in Abwesenheit von Aggregations-Induktoren nur eine geringe Au-
topolymerisationsneigung aufweist [30], wurden in der Vergangenheit diverse Induktoren
der Tau-Fibrillisation fu¨r in vitro Eperimente etabliert. Bei Anwendung polyanionischer
Aggregationsinduktoren wurden sowohl pro- als auch anti-aggregatorische Auswirkungen
der Tau-Phosphorylierung durch GSK-3β berichtet [194, 255, 256, 372, 373]. Dieses Modell
entstand aus der Beobachtung, dass die Tau-Aggregation mo¨glicherweise mit anionischen
Membranoberfla¨chen in Verbindung steht. So konnten Zellmembranen in Hirnschnitten
von AD-Patienten als mo¨glicher Ursprung von PHF ausgemacht werden, und anionische
Mizellen induzieren die Tau-Aggregation in vitro [42, 374]. In den in dieser Arbeit vor-
gestellten Versuchen fanden organische Lo¨sungsmittel als Induktor der Tau-Aggregation
Anwendung, die durch Vera¨nderung der dielektrischen Konstante wa¨ssriger Lo¨sungen ein
membrannahes Milieu simulieren [375].
Andere Arbeitsgruppen zeigten, dass die Tau-Phosphorylierung einen fo¨rdernden Einfluss
auf die Tau-Aggregation in Gegenwart von Al3+ hat [120,123] bzw. sogar notwendige Vor-
aussetzung einer solchen Aggregation ist [121, 122, 137]. Die Rolle des Aluminiums in der
Pathogenese der Tauopathien wird bereits seit la¨ngerem untersucht. Klatzo et al. fanden
bereits 1965 NFT-artige Strukturen in Gehirnen von Hasen, denen zuvor Aluminium in-
trathekal appliziert wurde [112, 113]. Trotz zahlreicher Studien in den letzten 55 Jahren
wird die pathophysiologische Bedeutung des Aluminiums jedoch nach wie vor kontrovers
diskutiert [101].
Auf Einzelpartikel-Ebene ist der Einfluss der Phosphorylierung auf das Verhalten des Tau-
Proteins in Gegenwart verschiedener pro-aggregatorischer Substanzen nach wie vor unklar,
da die bisher verwendeten Techniken wie Elektronenmikroskopie, Thioflavin T assay, SDS-
PAGE und Western blot solche fru¨hen Interaktionen nur unzureichend darstellen ko¨nnen.
Daru¨ber hinaus beno¨tigen diese Methoden in der Regel supraphysiologische Konzentratio-
nen an Protein und Aggregations-Induktoren. Solche Bedingungen generieren mo¨glicher-
weise unphysiologische Ergebnisse, da Tau-Protein in hohen Konzentrationen bereits ohne
Induktor zur Autopolymerisation neigt [29,376].
A¨hnliche Probleme finden sich auch bei vielen Studien, die die Auswirkungen des Alumi-
niums auf die Tau-Aggregation untersuchen. In vielen Fa¨llen finden hierbei millimolare
Konzentrationen des Metallions Anwendung [120,122,377]. Die meisten Studien zum Alu-
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miniumgehalt im Gehirn Gesunder und AD-Patienten ergaben jedoch Werte unter 10 µg/g
Hirnmasse (Trockengewicht, entspricht etwa 60 µmol/kg Feuchtgewicht) [128,133,378,379].
In der hier vorgelegten Arbeit zeigt sich ein modulierender Einfluss der Phosphorylierung
durch GSK-3β auf die Aggregationseigenschaften des Tau-Proteins. Durch Verwendung
der FCS wurde die Konzentration von Tau (ca. 15 nM) und Al3+ (10 µM) physiologischen
Bedingungen angena¨hert.
Al3+ fu¨hrt zur raschen Formation großer Tau-Aggregate (ca. 100 Moleku¨le), besonders
nach Phosphorylierung des Proteins (pTau). Organische Lo¨sungsmittel wie DMSO oder
Ethanol hingegen induzieren die Ausbildung kleinerer Oligomere, und werden durch Phos-
phorylierung des Tau-Proteins in ihrer Wirkung abgeschwa¨cht. Die großen, durch Al3+
getriggerten Aggregate zeigen daru¨ber hinaus eine starke Resistenz nach Zugabe von 0,2%
SDS, wohingegen sich die kleineren, DMSO-induzierten Aggregate unter diesen Bedingun-
gen gro¨ßtenteils auflo¨sen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass Tau Oligomere im membrannahen Milieu entstehen ko¨nnen,
und dass solche Aggregate mo¨glicherweise einen instabilen Charakter aufweisen. Durch
Phosphorylierung wird die Aggregationsneigung des Tau-Proteins unter diesen Bedingun-
gen abgeschwa¨cht, mo¨glicherweise durch das Vorhandensein zusa¨tzlicher negativer Ladun-
gen am Protein. Al3+-getriggerte Aggregate hingegen zeigen eine hohe Stabilita¨t und ent-
stehen vermehrt nach Phosphorylierung des Proteins. Diese Aggregate ko¨nnten daher ins-
besondere bei Erkrankungen mit pathologischer Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins
bereits in geringer Konzentration als seeds der Tau-Fibrillisation fungieren, wie dies be-
reits fu¨r andere Oligomer-Spezies demonstriert wurde [326]. Neuere Untersuchungen zeigen,
dass solche Aggregations-seeds des Tau-Proteins aus dem extrazellula¨ren Raum in Neuro-
nen aufgenommen werden und sogar zwischen Zellen weitergegeben werden ko¨nnen [325].
Die differentielle Wirkung der Phosphorylierung auf die Tau-Aggregation in Gegenwart or-
ganischer Lo¨sungsmittel und Aluminium, sowie die abweichende Gro¨ße der resultierenden
Aggregate, lassen unterschiedliche Aggregationsmechanismen der verschiedenen Indukto-
ren vermuten. Andere Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass organische Lo¨sungsmit-
tel Konformationsa¨nderungen des Tau-Proteins bewirken, die dessen Aggregationsneigung
erho¨hen [380]. Im Zuge der Aluminium-induzierten Aggregation waren hingegen keine Kon-
formationsa¨nderungen nachweisbar [381].
Zusammenfassend identifiziert die vorliegende Arbeit die Phosphorylierung des Tau-Proteins
durch GSK-3β als Modulator der Tau-Aggregation bereits in nanomolaren Proteinkonzen-
trationen. Die vermehrte Aggregation von pTau in Gegenwart von Al3+, sowie die hohe
Stabilita¨t der resultierenden Aggregate, lassen daru¨ber hinaus eine mo¨gliche Rolle des Me-
tallions in der Pathogenese verschiedener Tauopathien vermuten.
4.1.2 Koaggregation von Tau und α-Synuklein
Schon seit la¨ngerem ist bekannt, dass Aggregate von α-Synuklein und Tau in Neuronen bei
verschiedenen Erkrankungen kolokalisiert sein ko¨nnen [87,93,97]. Neuere Studien konnten
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zeigen, dass beide Proteine auch gemeinsam in histopathologischen Befunden wie Lewy-
Ko¨rperchen oder neurofibrilla¨ren tangles (NFT) nachweisbar sind [96,99]. Allerdings gestal-
tet sich die Untersuchung direkter Interaktionen der beiden Proteine bislang als schwierig,
da sich gemischte Aggregate unterschiedlicher Proteine mit herko¨mmlichen Methoden der
Aggregationsanalyse wie Thioflavin T Assay oder Elektronenmikroskopie (EM) kaum un-
terscheiden lassen.
Giasson et al. zeigten, dass Tau und α-Syn sich gegenseitig in ihrem Aggregationsverhal-
ten beeinflussen. So induziert die Zugabe geringer Mengen monomeren α-Synukleins die
Ausbildung fibrilla¨rer Tau-Strukturen, und Tau wiederum beschleunigt die Aggregation
von α-Synuklein [50]. Zwar sind vergleichbare Pha¨nomene als unspezifische Reaktion in
hochmolekularen Protein-Lo¨sungen als molecular crowding bekannt. Allerdings lagen die
von Giasson et al. verwendeten Konzentrationen von α-Syn etwa 100fach unterhalb der
fu¨r molecular crowding beno¨tigten Konzentration [382–384], und der gezeigte Effekt auf
die Tau-Fibrillisation war nicht mit vergleichbaren Konzentrationen von β-Synuklein oder
einer Antiaggregations-Mutation des α-Synukleins zu erzeugen [50]. Daru¨ber hinaus detek-
tierte die Arbeitsgruppe im EM Filamente, die sowohl aus Tau und α-Synuklein bestanden,
und bewiesen so erstmals eine direkte Interaktion der Proteine bei der Fibrillisation.
Um das Zusammenspiel von Tau und α-Syn auf Einzelmoleku¨l-Ebene zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit gemischten Proteinlo¨sungen aus Tau488 und α-Syn647 verschiedene
Aggregations-Induktoren zugesetzt und auch der Einfluss der Tau-Phosphorlyierung durch
GSK-3β untersucht.
Koaggregation von Tau und α-Syn Monomeren
Organische Lo¨sungsmittel
Organische Lo¨sungsmittel wie DMSO vera¨ndern die dielektrische Konstante wa¨ssriger
Lo¨sungen und imitieren so ein membrannahes Milieu [375]. Da die Entstehung AD-typischer
NFTs bereits des o¨fteren mit Plasmamembranen in Zusammenhang gebracht wurden [23,
42,374,385], erschien es von Interesse, den Einfluss von DMSO auf Interaktionen von Tau
und α-Syn zu untersuchen.
Wa¨hrend die beiden Proteine in Abwesenheit von Aggregations-Induktoren keine Koaggre-
gationsneigung aufweisen, induziert DMSO in einer Konzentration von 1% die Koaggrega-
tion von Tau und α-Syn. Liegen die Proteine bei Versuchsbeginn als Monomere vor, zeigt
sich kein Unterschied zwischen phosphoryliertem (pTau) und unphosphoryliertem (mTau)
Tau-Protein im Koaggregationsverhalten.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Proteine Tau und α-Syn im membrannahen
Milieu interagieren und gemeinsame Aggregate bilden ko¨nnen. Solche gemischten Aggre-
gate ko¨nnten als seeds die Fibrillisation beider Proteine induzieren. Ob solche Oligomere
den Fibrillisations-Prozess tatsa¨chlich beschleunigen, muss jedoch in weiteren Versuchen
gekla¨rt werden.
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Aluminium
Vergleichbar den Versuchen zur Tau-Aggregation zeigt sich Al3+ als sta¨rkster Induktor der
Koaggregation von Tau und α-Syn, die durch Phosphorylierung des Tau-Proteins noch
versta¨rkt wird. Al3+ wurde bereits in anderen Studien als sta¨rkster Induktor der Tau- und
α-Syn-Aggregation identifiziert [70,386].
Der Einfluss von Phosphorylierung und Metallionen auf die Koaggregation von Tau und
α-Synuklein wurde bisher noch nicht untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Al3+ in
Konzentrationen, die denen im AD-Gehirn nahekommen (siehe Kapitel 4.1.1), ein star-
ker Induktor der Koaggregation dieser Proteine ist. Die vorherige Phosphorylierung des
Tau-Proteins durch GSK-3β versta¨rkt diesen Effekt zusa¨tzlich. Dies bringt die pathologi-
sche Hyperphosphorylierung, die bereits fru¨h in in der Pathogenese der Alzheimer’schen
Erkrankung stattfindet [183], und den bisher kontrovers diskutierten Einfluss des Alu-
miniums in einen neuen Zusammenhang. Bisher war lediglich bekannt, dass α-Synuklein
die Phosphorylierung des Tau-Proteins fo¨rdern kann [264]. In Parkinson-Modellen in vitro
und in vivo erho¨hte α-Syn den Gehalt an aktiver GSK-3β und phosphoryliertem Protein
Tau [265]. Die pathologische Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins wurde in mehre-
ren Studien als fo¨rdernd oder sogar notwendig fu¨r Aluminium-induzierte Tau-Aggregation
identifiziert [120–123,137].
Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse erweitern das Interaktionsspektrum von Tau,
α-Synuklein, GSK-3β und Aluminium. So ko¨nnte die pathologische Hyperphosphorylie-
rung des Tau-Proteins dazu fu¨hren, dass vermehrt Al3+-induzierte cross-seeds aus Tau
und α-Syn entstehen, die die Fibrillisation beider Proteine beschleunigen. Weitere Unter-
suchungen sind no¨tig, um zu zeigen, ob die gemischten Oligomere aus Tau und α-Syn
tatsa¨chlich zur Ausbildung von Fibrillen fu¨hren.
Eisen
Von großem Interesse ist auch der Einfluss von Fe3+ auf die Koaggregation der beiden Pro-
teine. Nachdem der Fokus vieler Arbeiten lange Zeit auf Aluminium lag, ru¨cken dreiwertige
Eisenionen in ju¨ngerer Zeit in das Interesse einiger Forschungsgruppen. Dabei weisen die
beiden Metalle erhebliche U¨bereinstimmungen auf. Bei beiden handelt es sich um triva-
lente Metallionen, deren Bindungspartner und intra- wie extrazellula¨re Transportmecha-
nismen sich weitgehend u¨berschneiden [107, 122, 166]. In AD-Gehirnen ist der Eisengehalt
in Hippocampus und Amygdala erho¨ht [167, 168], und sowohl Fe2+ als auch Fe3+ sind in
AD-typischen NFTs nachweisbar [134,170,171].
Yamamoto et al. zeigten, dass Fe3+ spezifisch an hyperphosphoryliertes Tau bindet und
dessen Aggregation induziert [122], ein Wirkmechanismus, der zuvor bei Aluminium iden-
tifiziert wurde [121,137]. Fe3+-induzierte Aggregate erweisen sich jedoch als weniger stabil
als die durch Aluminium gebildeten [122]. Elektronenmikroskopisch weisen die in Gegen-
wart von Eisen gebildeten Aggregate hohe A¨hnlichkeit zu den bei Aluminium beobachteten
amorphen Aggregaten auf [119,122,124].
Vergleichbare Ergebnisse lieferten auch Untersuchungen zu Fe3+ und α-Synuklein. Das Me-
tallion induziert die α-Syn-Aggregation in vitro [70,177,387] und in Zellkultur [388]. Außer-
dem ist die Eisen-Konzentration der Substantia nigra von PD-Patienten erho¨ht, wa¨hrend
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sein Bindungspartner, das Ferritin, erniedrigt ist [389].
Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen eine mo¨gliche neue Rolle von Fe3+ in der Pa-
thogenese von Tauopathien und Synukleinopathien auf. Zwar wurde fu¨r die Proteine Tau
und α-Synuklein bereits ein proaggregatorischer Effekt des Metalls in getrennten Ansa¨tzen
nachgewiesen [122,388]. Im Falle des Tau-Proteins wurden jedoch Konzentrationen einge-
setzt, die den von Ponka et al. ermittelten intrazellula¨ren Eisengehalt von 1,5 µM 670fach
u¨berstiegen [390]. Ein Einfluss des Metalls auf die Koaggregation der beiden Proteine wurde
bisher noch nicht untersucht. In unseren Studien induzierte Fe3+ in anna¨hernd physiolo-
gischer Konzentration die Koaggregation von Tau und α-Synuklein. Die vorhergehende
Phosphorylierung von Tau fo¨rderte diesen Effekt zusa¨tzlich, ebenso wie der Zusatz von 1%
DMSO. Das Verhalten von α-Syn im membrannahen Milieu ist von besonderem Interes-
se, da das Protein in Gegenwart von Fe3+ Membranporen bildet, die mo¨glicherweise eine
zellscha¨digende Wirkung haben [177]. Welche pathophysiologische Bedeutung Fe3+ indu-
zierten, gemischten Aggregaten aus Tau und α-Syn zukommt, sollte Gegenstand zuku¨nfti-
ger Forschungsarbeiten sein.
Koaggregation von Tau Oligomeren und monomerem α-Syn
Die von Giasson et al. beobachteten gemischten Fibrillen aus Tau und α-Syn zeigen im
Immuno-EM meist Abschnitte, die nur aus Tau-Protein zu bestehen scheinen, gefolgt
von Segmenten aus α-Syn [50]. Um zu kla¨ren, ob Tau-Oligomere als seeds der Synuklein-
Aggregation fungieren ko¨nnen, oder ob sich bei den von Giasson et al. beobachteten Struk-
turen lediglich Fragmente von Tau- und α-Syn-Fibrillen aneinandergelagert haben, wurden
in einer weiteren Versuchsreihe pra¨formierten Tau-Oligomeren monomeres α-Syn zugege-
ben.
In diesen Versuchen zeigt DMSO ebenfalls einen fo¨rdernden Effekt auf die Koaggregation
von Tau und α-Syn, wobei Oligomere aus unphosphoryliertem Tau (mTau) eine ho¨here
Koaggregationsneigung aufweisen als solche aus phosphoryliertem Protein (pTau).
Vergleichbar der Interaktion von monomerem Tau und α-Syn zeigen Al3+ und Fe3+ einen
sta¨rkeren Effekt auf die Koaggregation von pTau-Oligomeren mit α-Syn als bei mTau.
Diese Ergebnisse unterstu¨tzen die Hypothese, dass Tau-Oligomere als seeds der Synuklein-
Aggregation dienen ko¨nnen.
4.2 Effekte der limitierten Proteolyse des Tau-Proteins
durch Matrix-Metalloproteinasen
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) galten lange Zeit als einfache Degradierungs-Enzyme
der extrazellula¨ren Matrix. Die komplexe Regulation dieser heterogenen Enzymgruppe so-
wie ihre Beteiligung an verschiedenen physiologischen Prozessen wie Embryonalentwick-
lung, Gewebeumbau und -reparatur, Angiogenese und Morphogenese wurden erst nach
und nach bekannt [291, 292]. Auch ihre Beteiligung an der Pathogenese verschiedenster
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Erkrankungen wie Asthma, Arthritis, Malignomen sowie ZNS-Erkrankungen wie Multiple
Sklerose oder neurodegenerativen Erkrankungen ist mittlerweile erwiesen [295–300].
Neuere Forschungsarbeiten erweitern besta¨ndig die Liste der bekannten Substrate dieser
Enzymgruppe, das sogenannte Degradom. Mittlerweile za¨hlen auch viele intrazellula¨re Pro-
teine zu dieser Liste, und auch die Rolle der MMP als Regulatoren komplexer Signalwege
wird zunehmend erkannt [391–393]. Zusammen mit dem vermehrten Nachweis intrazel-
lula¨rer Aktivita¨t verschiedener MMPs ero¨ffnen diese Erkenntnisse die Mo¨glichkeit, dass
der Enzymgruppe eine Rolle bei intrazellula¨ren Abbauprozessen und Signalkaskaden zu-
kommt [301,304].
In der vorliegenden Arbeit wurde in diesem Zusammenhang eine mo¨gliche Beteiligung von
MMP-1, -3 und -9 an der pathologischen Aggregation des Tau-Proteins untersucht. Diese
Enzyme werden in Gehirnen von AD-Patienten u¨berexprimiert [300,330,348] und scheinen
ein Rolle bei der Degradation von Aβ-Peptid zu spielen [300, 347, 394]. Eine Beteiligung
an der Tau-Pathologie wurde nach dem aktuellen Wissensstand unseres Labors noch nicht
untersucht.
Tau ist Substrat von MMP-1, -3 und -9
Bislang ist das Protein Tau nicht als Substrat von MMP-1, -3 oder -9 bekannt. Zuna¨chst
wurde daher die proteolytische Wirkung dieser Enzyme auf Tau bei verschiedenen Konzen-
trationen mit Hilfe von Gelelektrophorese, Massenspektroskopie und SIFT untersucht. In
der SDS-PAGE zeigt sich, dass MMP-3 und -9 ein spezifisches, exakt reproduzierbares Ban-
denmuster generieren. Mit steigender Enzymkonzentration entstehen kleinere Fragmente,
was eine schrittweise Degradation des Vollla¨ngen-Proteins vermuten la¨sst (siehe Abb.3.18).
MMP-1 zeigte in zwei Versuchen keine im Coomassie-Gel erkennbaren Spaltprodukte. Eine
Western blot Analyse ergab geringe Konzentrationen eines großen Tau-Fragments (Abb.
3.19).
Analoge Versuche mit Proteinase K (PK) und Trypsin zeigten eine wesentlich ho¨here Akti-
vita¨t dieser Proteasen bei vergleichbaren Konzentrationen. Sie degradieren Tau vollsta¨ndig,
Bandenmuster sind erst bei Konzentrationen nachweisbar, die um den Faktor 100 (PK)
bzw. 10 (Trypsin) niedriger liegen als bei den MMP.
Auch in der Massenspektroskopie zeigen sich spezifische Degradationsmuster der Enzyme.
Mit Hilfe der Software-Pakete Data Explorer und GPMAW (siehe Tabelle B.4) erfolgte die
Zuordnung der identifizierten Massen-Peaks nach Proteolyse zu Abschnitten auf dem Tau-
Protein. Diese Auswertung ergab ein sehr homogenes Schnittmuster fu¨r Trypsin, wohinge-
gen PK u¨berwiegend im Bereich der repeat-Region des Tau-Proteins aktiv ist. Wa¨hrend
MMP-9 vorwiegend in der N-terminalen Region des Proteins Schnittstellen aufweist, zeigt
MMP-3 vermehrte Aktivita¨t im C-terminalen Bereich, insbesondere in der repeat-Region.
Vergleichbar den Resultaten der SDS-PAGE wurden fu¨r MMP-1 nur wenige Schnittstellen
identifiziert, die allesamt außerhalb der repeat-Region liegen.
Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss betont werden, dass die vorliegenden Schnitt-
stellen einer Software-Analyse von Massenspektroskopie-Daten entstammen. Es handelt
sich also um mo¨gliche, keineswegs aber um zwingend tatsa¨chlich existente Schnittstellen.
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Auffa¨llig ist jedoch, dass die Proteasen Trypsin, PK und MMP-3 eine relativ hohe Aktivita¨t
in der repeat-Region aufweisen, wa¨hrend MMP-9 und MMP-1 in diesem Proteinabschnitt
wenig Schnittstellen zeigen. Insgesamt zeigte sich eine nur ma¨ßige proteolytische Akti-
vita¨t von MMP-1 in SDS-PAGE und Massenspektroskopie im Gegensatz zur SIFT. Die
repeat-Region wurde bereits fru¨h als zentraler Abschnitt der Tau-Fibrillisation identifi-
ziert. Insbesondere die beiden Hexapeptide 275VQIINK280 und 306VQIVYK311 scheinen
essentielle Abschnitte zur Fibrillenbildung zu sein [33–36], und Trypsin, PK und MMP-3
weisen alle Schnittstellen in oder unmittelbar neben diesen Hexapeptiden auf. MMP-9 hin-
gegen zeigt eine geringere Aktivita¨t in diesem Proteinabschnitt. Stattdessen haben MMP-9
und -1 eine C-terminale Schnittstelle bei Aminosa¨ure v391 bzw. s393. Das so generierte
Fragment weist eine hohe A¨hnlichkeit mit dem Fragment Asp421 auf (entspricht Asp392
bei Tau Isoform 5), das bereits histologisch mit der Tau-Pathologie assoziert wurde und
auch zu vermehrter Fibrillisation des Proteins in vitro fu¨hrt [311, 312, 323]. Zudem fan-
den sich nach proteolytischem Verdau mit MMP-9 zwei Fragmente, die die repeat-Region
fast vollsta¨ndig enthalten. Wenngleich es sich bei den hier vorgestellten Ergebnissen um
hypothetische Schnittstellen handelt, so ist ein differentieller Einfluss der verschiedenen
Proteasen auf die Aggregation des Tau-Proteins durchaus denkbar.
Auch mittels SIFT konnte die Proteolyse des Tau-Proteins durch die Enzyme Trypsin, PK,
sowie MMP-1, -3 und -9 verifiziert werden. In der SIFT-Analyse spiegelt sich die Degra-
dation des Tau-Proteins im Anstieg der Gesamthelligkeit wider, was fu¨r alle untersuchten
Proteasen nachgewiesen werden konnte. Exemplarisch wurde auch eine FCS-Analyse eines
PK-Verdaus durchgefu¨hrt. Diese besta¨tigt das SIFT-Ergebnis, da durch die Degradation
des Proteins die Teilchenzahl und Gesamthelligkeit zunehmen, die Diffusionszeit hingegen
entsprechend abnimmt. Die abweichenden Ergebnisse von Elektrophorese und SIFT im
Hinblick auf MMP-1 erkla¨ren sich womo¨glich durch die unterschiedlichen Konzentrations-
verha¨ltnisse in den Versuchsansa¨tzen. Die etwa um den Faktor 103 geringere Konzentration
des Tau-Proteins im SIFT-Ansatz resultiert in einem relativen U¨berschuss der Protease,
was einen ho¨heren Anteil degradierten Tau-Proteins zur Folge haben ko¨nnte. Andererseits
ist auch ein Einfluss der Proteinmarkierung nicht auszuschließen, da nur im SIFT-Ansatz
fluoreszenzmarkiertes Protein verwendet wurde.
Insgesamt la¨sst sich festhalten, dass Tau ein mo¨gliches Substrat von MMP-3, -9 und ver-
mutlich auch MMP-1 ist, dass diese Enzyme spezifische Proteolysemuster bilden, und dass
die Tau-Affinita¨t von MMP-3 und -9 vermutlich die der MMP-1 u¨bersteigt.
Limitierte Proteolyse mit MMP-1 und MMP-9 steigert die Aggregationsnei-
gung von Tau
Bisherige Studien zeigten, dass bereits eine geringe C-terminale Trunkierung des Tau-
Proteins dessen Polymerisationsneigung erheblich steigern kann [311]. Bislang wurden vor-
wiegend Caspasen als mo¨gliche Erzeuger solcher Fragmente nachgewiesen [311–313]. Ande-
re Studien demonstrierten einen aggregationssteigernden Effekt bislang unbekannter Pro-
teasen in Neuronen [395].
Wie die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, ist die Aggregationsneigung von Tau nach
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limitierter Proteolyse mit MMP-1 und -9 signifikant gesteigert (siehe Abb. 3.17). Die De-
gradation des Proteins mit MMP-3, PK oder Trypsin hatte in hohen Enzymkonzentra-
tionen hingegen eine inhibitorischen Effekt auf die Tau-Polymerisation. Dies belegt, dass
Proteolyse nicht generell, sondern nur durch Generierung spezifischer Tau-Fragmente pro-
aggregatorisch wirkt.
Insgesamt demonstrieren diese Ergebnisse die spezifische Fragmentierung des Tau-Proteins
durch MMP-1, -3 und -9. Im Gegensatz zu PK, Trypsin und MMP-3 haben MMP-1 und
-9 einen proaggregatorischen Einfluss auf das Protein, was ihre Beteiligung an der Patho-
genese der Tauopathien mo¨glich erscheinen la¨sst.
Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Frage nach dem Ort der li-
mitierten Proteolyse. Matrix-Metalloproteinasen sind vorwiegend als Enzyme der extra-
zellula¨ren Matrix bekannt, die zumeist als zymogene Vorform sezerniert werden [289].
Dies macht eine extrazellula¨re Fragmentierung des Tau-Proteins wahrscheinlich. Das Tau-
Protein liegt in vitalem Hirngewebe jedoch intrazellula¨r vor, und auch NFTs stellen zuna¨chst
intrazellula¨re Tau-Aggregate dar, die sich erst nach Absterben des Neurons in der extrazel-
lula¨ren Matrix befinden [136]. Insofern erscheint ein pathophysiologischer Zusammenhang
zwischen MMP-induzierter Tau-Aggregation und neurodegenerativen Erkrankungen auf
den ersten Blick nicht gegeben. Frost et al. konnten jedoch zeigen, dass extrazellula¨re Tau
Oligomere von Neuronen aufgenommen werden und dort die Tau-Aggregation beschleuni-
gen. Solche Tau-seeds ko¨nnen sogar u¨ber einen bisher unbekannten Mechanismus interzel-
lula¨r u¨bertragen werden [325]. Vor diesem Hintergrund ist denkbar, dass MMP-induzierte
Tau Oligomere von Neuronen aufgenommen werden und dann intrazellula¨r die patho-
logische Aggregation des Proteins fo¨rdern. Da hierzu jedoch extrazellula¨res Tau-Protein
vonno¨ten ist, ko¨nnte dieser Mechanismus lediglich einen beschleunigenden Einfluss auf die
Tau-induzierte Neurodegeneration haben.
Andererseits mehren sich Hinweise auf eine intrazellula¨re Aktivita¨t verschiedener MMP.
Asahina et al. konnten zeigen, dass MMP-9 in AD-Gehirnen im Zytoplasma von Neuronen
nachgewiesen werden kann und teilweise mit NFTs kolokalisiert ist. [327]. Des weiteren
wurde beispielsweise die aktive 45 kDa-Form von MMP-1 im Nukleus und and der Au-
ßenfla¨che von Mitochondrien zahlreicher Zelltypen, einschließlich Zellen glialen Ursprungs
nachgewiesen [301]. Eine neuere Studie demonstrierte eine zentrale Rolle von MMP-9 im
Zellzyklus von Neuroblastomzellen [302]. Die aktive Form von MMP-3 spielt eine tragen-
de Rolle bei der stressinduzierten Apoptose dopaminerger Neuronen [303]. In humanen
Leberzellen konnte MMP-3 in Zytosol und Nukleus in Proben normaler und zirrhotischer
Organe nachgewiesen werden, wobei die aktive Form des Enzyms lediglich in den Nuklei
lokalisiert war. Des Weiteren fand sich MMP-3 in Nukleus und Zytosol kultivierter hepa-
tischer Myofibroblasten und HepG2-Zellen, wo die katalytische Aktivita¨t des Enzyms zu
einer Erho¨hung der Apoptoserate fu¨hrte [304]. Ein intrazellula¨rer Nachweis liegt daru¨ber
hinaus fu¨r MMP-2, -11 und -14 vor [305–307].
Angesichts dieser Erkenntnisse erscheint es denkbar, dass verschiedene MMP mo¨glicher-
weise auch in Neuronen eine aktive Rolle ausu¨ben und folglich auch an der Tau-Pathologie
beteiligt sein ko¨nnten. Definitive Aussagen zu einer solchen Beteiligung bedu¨rfen jedoch
eines in vivo Nachweises der Tau-Fragmentierung durch MMP in Neuronen.
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Wenngleich die genaue Pathophysiologie der Alzheimer’schen Erkrankung und anderer
Tauopathien bislang unzureichend gekla¨rt ist, sprechen einige Hinweise fu¨r eine zentrale
Rolle der Tau-Aggregation in diesen Erkrankungen. So korreliert der Grad an histologisch
nachweisbarer Tau-Pathologie mit dem Grad der kognitiven Einschra¨nkungen [396–398].
Im Tiermodell konnte der Grad kognitiver Defizite von APP-transgenen Ma¨usen (amyloid
precursor protein) deutlich gesenkt werden, indem ihre Tau-Expression unterdru¨ckt wur-
de [371].
Es wurden daher schon vermehrt Anstrengungen unternommen, Inhibitoren der Tau-Ag-
gregation zu identifizieren, die den klinischen Verlauf der Tauopathien gu¨nstig beeinflus-
sen ko¨nnten. Bisherige screening-Untersuchungen brachten verschiedene Substanzklassen
wie Anthraquinone, Phenylthiazolyl-Hydrazide, Polyphenole, Phenothiazine und Quinoxa-
line hervor, die die Tau-Aggregation zum Teil bereits im mikromolaren Bereich inhibie-
ren [399–401, 401, 402]. Allerdings beruhten diese Untersuchungen gro¨ßtenteils auf dem
Thioflavin T assay, der zwar zur Detektion von Tau-Fibrillen, nicht jedoch fu¨r den Nach-
weis kleinerer Oligomere geeignet ist. Auch wurden ha¨ufig hohe Konzentrationen des Pro-
teins (bis 1 mM) [401] bzw. proaggregatorischer Tau-Fragmente verwendet [399,402].
Taniguchi et al. zeigten u¨berdies, dass einige Substanzen, die die Tau-Fibrillisation inhibie-
ren, zur Anha¨ufung oligomerer Zwischenformen fu¨hren [401]. In ju¨ngerer Zeit mehren sich
jedoch die Hinweise, dass nicht Tau-Fibrillen, sondern Oligomere die pathophysiologisch
bedeutsame Form des Proteins darstellen ko¨nnten [37,46,403].
FCS und SIFT detektieren Oligomere fluoreszenzmarkierter Proteine hochsensitiv und sind
fu¨r Hochdurchsatz-screening geeignet [356,404]. In dieser Arbeit wurde daher der Einfluss
einer neuen Substanzklasse, der Imidazol[1,2-α]Pyridin-Derivate (IMPY), auf die Aggre-
gationseigenschaften des Tau-Proteins mit Hilfe dieser Verfahren untersucht.
Erste Versuche ergaben, dass die meisten IMPYs eine geringe Eigenfluoreszenz besitzen,
die in den getesteten Konzentrationen mit der Kreuzkorrelations-Analyse, nicht jedoch
mit der SIFT-Analyse interferiert. Daher wurde fu¨r die Datenauswertung lediglich die
SIFT-Analyse verwendet. Von den neun getesteten Substanzen senkten sechs in einer Kon-
zentration von 1 µM die Tau-Aggregation unter 25% der Kontrolle (1% DMSO). In einer
Konzentration von 10 nM erzielte keine der Substanzen einen signifikanten Unterschied zur
Kontrolle. Auffa¨llig an dieser Versuchsreihe ist, dass hier vorwiegend durch Modifikation
der R1-Substituenten die antiaggregatorischen Eigenschaften der Substanzen modifizierbar
waren. Durch Variation der R2-Substituenten konnten keine deutlichen Vera¨nderungen der
Wirksamkeit herbeigefu¨hrt werden.
Dieser Pilotversuch zeigt, dass SIFT als prima¨re screening-Methode fu¨r Inhibitoren der
Tau-Oligomerisation geeignet sind. In Kombination mit etablierten screening-Verfahren
wie dem Thioflavin T assay oder in vivo Modellen kann diese Methode somit sinnvoll fu¨r
die pra¨klinische Suche nach therapeutisch wirksamen Substanzen eingesetzt werden.
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Antiko¨rper dienen als Hilfsmittel verschiedenster diagnostischer Verfahren, wie z.B. Hi-
stopathologie, Western blot und ELISA. Wa¨hrend sie in der Neuropathologie schon lange
zur Diagnostik verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen wie M. Alzheimer oder M.
Parkinson dienen, fehlt es noch weitgehend an verla¨sslichen Biomarkern fu¨r die in vivo
Diagnostik dieser Erkrankungen. Zur Vorhersage der Progression einer Milden Kognitiven
Einschra¨nkung (mild cognitive impairment, MCI) zum Vollbild der Alzheimer’schen Er-
krankung liefert die Bestimmung des Liquor-Gehaltes von Aβ42, gesamt-Tau und phospho-
Tau180 Ergebnisse von akzeptabler Sensitivita¨t [405–408]. Allerdings dienen diese Marker
lediglich der Diagnosefindung, sind zur Verlaufskontrolle jedoch ungeeignet [409]. Hier zei-
gen sich andere Verfahren wie FDG-PET wirksamer, die allerdings in na¨herer Zukunft
aufgrund des hohen technischen Aufwandes und der damit verbundenen Kosten kaum
fla¨chendeckend eingesetzt werden ko¨nnen [409].
Spezifischer Nachweis von Protein Tau
SIFT ko¨nnte im Bereich der Antiko¨rper-vermittelten Diagnostik gewinnbringend eingesetzt
werden, da die Methode Probenanalyse im Hochdurchsatz-Verfahren erlaubt, Proben von
wenigen µl beno¨tigt und Fluoreszenzpartikel hochsensitiv detektieren kann. In Vorga¨nger-
arbeiten konnte schon gezeigt werden, dass fluoreszenzmarkierte Antiko¨rper zur Typisie-
rung verschiedener Influenza-Vakzine genutzt werden ko¨nnen [368]. In der hier vorliegenden
Arbeit gelang die Detektion von Protein Tau mit dem Antiko¨rper T46 bei Proteinkonzen-
trationen von etwa 8 nM, wohingegen der als Negativkontrolle mitgefu¨hrte Aβ-Antiko¨rper
6E10 kein Protein detektierte. Mit Hilfe des phospho-Tau spezifischen Antiko¨rpers AT-8
gelang daru¨ber hinaus die Differenzierung zwischen unphosphoryliertem und phosphorylier-
tem Protein. Diese ersten Ergebnisse zeigen, dass ein spezifischer Nachweis von Proteinen
und post-translationalen Modifikationen in nanomolarer Konzentration mo¨glich ist, was
SIFT auch fu¨r Liquorstudien interessant macht.
Spezifischer Nachweis von α-Synuklein
Eine weitere Versuchsreihe bescha¨ftigte sich mit der spezifischen Nachweisbarkeit von α-
Synuklein. Hierbei fanden der α-Syn spezifische Antiko¨rper 15G7 [410], der Aβ-Antiko¨rper
6E10 (Negativkontrolle), sowie der anti-Oligomer-Antiko¨rper A11 Anwendung. Kayed et al.
zeigten, dass der Antiko¨per A11 spezifisch Oligomere amyloidogener Proteine einschließlich
α-Synuklein, jedoch keine Monomere detektiert [369]. In den hier vorgestellten Versuchen
detektierte 15G7 sensitiv monomeres und oligomeres α-Syn647 sowie monomeres, oligome-
res und fibrilla¨res, unmarkiertes α-Syn. A11 detektierte erwartungsgema¨ß weder Monomere
noch Fibrillen, allerdings auch keine der getesteten Oligomere. Das vo¨llige Fehlen jeglicher
Antigen-Antiko¨rper-Interaktion von A11 wirft die Frage auf, ob die Fluoreszenzmarkierung
hier solche Interaktionen unterbindet.
Zusammenfassend zeigt sich die SIFT-Methode als geeignet, um nicht nur Proteine, son-
dern auch post-translationale Modifikationen wie die Tau-Phosphorylierung detektieren.
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Da hierzu lediglich nanomolare Konzentrationen des Zielproteins vonno¨ten sind, ko¨nnten
diese Methoden in Zukunft mo¨glicherweise zur Entwicklung sensitiver Biomarker verschie-
denster Erkrankungen eingesetzt werden.
4.5 Ausblick
Die hier vorgelegte Arbeit erweitert die Einsatzmo¨glichkeiten von FCS und SIFT speziell
hinsichtlich der Untersuchung post-translationaler Modifikationen des Tau-Proteins, wie
Trunkierung und Phosphorylierung. Die so gewonnenen Ergebnisse ko¨nnen mo¨glicherweise
zum Versta¨ndnis der Tau-Pathologie beitragen. Insbesondere die Mo¨glichkeit, den Einfluss
post-translationaler Modifikationen auf die Interaktion verschiedener Proteine zu unter-
suchen, ero¨ffnet zahlreiche weitere Anwendungsmo¨glichkeiten im diagnostischen, pra¨the-
rapeutischen und pathophysiologischen Bereich. Nachdem der Einfluss der Proteinkinase
GSK-3β auf die Interaktionen von Tau und α-Synuklein in dieser Arbeit ausfu¨hrlich un-
tersucht wurde, wa¨re auch der Einfluss anderer Kinasen wie cdk5 von hoher pathophysio-
logischer Relevanz. Weitere Bereiche der Protein-Protein-Interaktion, deren Untersuchung
auf Einzelmoleku¨l-Ebene relevant wa¨re, ko¨nnten zum Beispiel die Wechselwirkung von Tau
und Tubulin sein. Auch andere post-translationale Modifikationen wie Nitrierung oder Ubi-
quitinierung wa¨ren mittels FCS und SIFT zu untersuchen.
Im therapeutischen Bereich stellt die hier vorgelegte Arbeit einen neuen Assay zum scree-
ning neuer Aggregations-Inhibitoren vor. Neben DMSO ko¨nnten hierbei weitere Indukto-
ren wie Arachidonsa¨ure, Eisen oder Aluminium Anwendung finden. Angesichts der Fu¨lle
verfu¨gbarer chemischer Substanzen besteht in diesem Bereich noch hohes Potential fu¨r
zuku¨nftige Arbeiten.
Die hier vorgestellten Untersuchungen mit fluoreszenzmarkierten Antiko¨rpern zeigen, dass
FCS und SIFT potenziell auch im diagnostischen Bereich sinnvoll einsetzbar sind. Besonde-
re Aufmerksamkeit verdienen beispielsweise Liquoruntersuchungen von AD-Patienten, bei
denen derzeit bereits phosphoryliertes Tau180 diagnostisch eingesetzt wird. Mo¨glicherweise
ko¨nnte die Liquordiagnostik zuku¨nftig um die hier vorgestellten hochsensitiven Verfahren
erweitert werden.
Zusammenfassung
Pathologischen Aggregaten der Proteine Tau und α-Synuklein wird eine zentrale Rolle
in der Pathophysiologie verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen zugeschrieben. In
ju¨ngerer Zeit mehren sich die Hinweise, dass nicht die mikroskopisch sichtbaren fibrilla¨ren
Aggregate, sondern kleinere Oligomere die pathophysiologisch relevante Aggregat-Spezies
bei diesen Erkrankungen darstellen. Daru¨ber hinaus konnte gezeigt werden, dass Tau und
α-Synuklein sich gegenseitig in ihrem Aggregationsverhalten beeinflussen ko¨nnen, was eine
Interaktion dieser Proteine auf Einzelmoleku¨lebene vermuten la¨sst.
In der hier vorgelegten Arbeit wurden fru¨he Aggregationsprozesse des Tau-Proteins sowie
dessen Interaktion mit α-Synuklein mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
(FCS) und Scanning for Intensely Fluorescent Targets (SIFT) unter pathophysiologisch,
diagnostisch und therapeutisch relevanten Gesichtspunkten untersucht. Diese Methoden
erlauben die Detektion einzelner fluoreszenzmarkierter Proteine in nanomolaren Lo¨sungen
und liefern multiple Parameter zur Charakterisierung sowohl einzelner Moleku¨le als auch
von Aggregaten. Insbesondere sind dynamische Interaktionen verschiedener Proteine durch
Anwendung verschiedenfarbiger Fluoreszenzfarbstoffe in hoher zeitlicher Auflo¨sung detek-
tierbar.
Ein Schwerpunkt wurde auf die Untersuchung posttranslationaler Modifikationen des Tau-
Proteins gelegt. Die Phosphorylierung des Tau-Proteins durch GSK-3β zeigt einen fo¨rdern-
den Einfluss auf dessen Oligomerisationsbereitschaft in Gegenwart von Aluminium, min-
dert jedoch die Aggregation in Gegenwart organischer Lo¨sungsmittel. Die in Gegenwart
von Al3+ entstehenden Oligomere weisen eine hohe Resistenz gegenu¨ber ionischen Deter-
genzien auf.
Nach limitierter Proteolyse mit Matrix Metalloproteinase (MMP) -1 und -9, nicht jedoch
mit MMP-3, Proteinase K oder Trypsin besteht ebenfalls eine vermehrte Aggregationsnei-
gung des Proteins. Hierbei generiert jede der Proteasen spezifische Tau Fragmente, die mit
Hilfe von SDS-PAGE und Massenspektroskopie na¨her charakterisiert wurden. Nach limi-
tierter Proteolyse mit MMP-9 konnten Fragmente identifiziert werden, die das Kernstu¨ck
der fibrilla¨ren Tau-Aggregate, die repeat-Doma¨ne, fast vollsta¨ndig enthalten. Vor dem Hin-
tergrund neuerer Erkenntnise, die zeigen, dass Tau-Pathologie aus dem extrazellula¨ren Mi-
lieu in Neuronen u¨bertragen werden kann, erscheint die Generation pro-aggregatorischer
Tau-Fragmente durch extrazellula¨re Proteasen von erheblicher Bedeutung.
Daru¨ber hinaus ist eine spezifische Interaktion von Tau und α-Synuklein auf Einzelmo-
leku¨lebene nachweisbar. In nanomolarer Konzentration zeigen die Proteine keine Tendenz
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zur Koaggregation im Zeitrahmen weniger Stunden. Die Koaggregation der beiden Protei-
ne kann jedoch sowohl durch organische Lo¨sungsmittel als auch durch die Metallionen Fe3+
und Al3+ induziert werden, wobei Letztere zur Ausbildung gro¨ßerer gemischter Aggregate
fu¨hren, die eine hohe Resistenz gegen ionische Detergenzien aufweisen. Die Phosphory-
lierung des Tau-Proteins durch GSK-3β erho¨hte die Koaggregationsneigung der beiden
Proteine in Gegenwart dreiwertiger Metallionen.
Im Hinblick auf diagnostische Einsatzmo¨glichkeiten von FCS und SIFT zeigt sich, dass Tau
und α-Synuklein in nanomolaren Lo¨sungen mit Hilfe spezifischer, fluoreszenzmarkierter
Antiko¨rper nachweisbar sind. Auch posttranslationale Modifikationen wie die Phosphory-
lierung durch GSK-3β lassen sich mit Hilfe solcher Antiko¨rper detektieren. Die Detektion
posttranslationaler Modifikationen im nanomolaren Konzentrationsbereich ero¨ffnet neue
Mo¨glichkeiten, z.B. im Bereich der fu¨r einige neurodegenerative Erkrankungen bislang noch
wenig nutzbaren Liquor-Diagnostik.
Im Bereich der therapeutischen Anwendung wurden einige Vertreter einer neuen Klasse
niedermolekularer Substanzen, die Imidazol[1,2-α]Pyridin-Derivate (IMPY), hinsichtlich
ihrer inhibitorischen Eigenschaften auf die Tau-Oligomerisation untersucht. Einige der un-
tersuchten Substanzen erwiesen sich bereits als potente Inhibitoren der Tau-Aggregation.
Der Messaufbau des InsightReaders erlaubt ku¨nftig die Anwendung dieses Assays im
Hochdurchsatz-Verfahren, um umfassende Substanz-Datenbanken zu untersuchen. Dies
ermo¨glicht eine Vorauswahl potenzieller Inhibitoren z.B. fu¨r weiterfu¨hrende tierexperimen-
telle Untersuchungen.
Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit weitere Erkenntnisse u¨ber den Einfluss
posttranslationaler Modifikationen auf die Aggregationseigenschaften der Proteine Tau und
α-Synuklein sowie deren Interaktion auf Einzelmoleku¨l-Ebene. In Anknu¨pfung an fru¨here
Ergebnisse erweisen sich FCS und SIFT als geeignete Methoden zur Untersuchung fru¨her
Aggregationsprozesse und ko¨nnen zur Erforschung pathophysiologischer, diagnostischer
und therapeutischer Aspekte neurodegenerativer Erkrankungen beitragen.
Anhang A
Abku¨rzungsverzeichnis
Abku¨rzung Erla¨uterung
α-Syn α-Synuklein
AD Alzheimer’sche Erkrankung (Alzheimer’s disease)
Akt Proteinkinase B
APD Avalanche Photodiode
AT-8 phospho-Tau spezifischer Antiko¨rper
BCA Bichionin-Sa¨ure (bichioninic acid)
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat, artifizielles chromogenes
Substrat der Alkalischen Phosphatase
BSA bovines Serum-Albumin
BSc Bezeichnung fu¨r eine Gruppe chemischer Compounds
CBD Kortikobasale Degeneration
CC Kreuzkorrelation (cross correlation)
Cdc Cell division cycle Kinase
CDK5 Cyclin-abha¨ngige Kinase 5
CPP counts per particle
DLB Demenz mit Lewy-Bodies
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethyl-sulfoxid
ECM extrazellula¨re Matrix
ELISA Enzyme linked Immunosorbent Assay
EM Elektronenmikroskopie
EP Elusionspuffer
ERK extracellular signal-regulated kinase
FCS Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
fortgesetzt auf folgender Seite ...
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Fortsetzung von vorheriger Seite
Abku¨rzung Erla¨uterung
FDG-PET 18Fluordesoxyglucose-Positronen-Emissions-Tomographie
FIDA fluorescence intensity distribution analysis
FPLC Fast protein liquid chromatography
FTDP-17 Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus mit Verbindung
zu Chromosom 17
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor
GSK-3β Glykogen Synthase Kinase 3β
IGF-1 insuline-like growth factor 1
IMPY Imidazol-Pyridin-Derivat
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
Itotal Gesamthelligkeit der gemessenen Fluoreszenz
JNK c-JUN N-terminale Kinase
LB-Medium Luria Bertani Medium
LZ1/2 α-Synuklein Oligomere, die unter definierten Bedingungen
generiert werden (siehe Kapitel 3.5)
MALDI ToF Matrox-unterstu¨tzte Laser-Desorption/Ionisation kombiniert
mit Massenspektrometrie mit Flugzeitanalysator (time of flight)
MAP Mikrotubuli-assoziiertes Protein
MARK2 Serin/Threonin Protein Kinase
MCI mild cognitive impairment
MMP Matrix-Metalloproteinase
MMSE Mini Mental State Examination
MPP+ 1-Methyl-4-phenyl-pyridin
MPTP 1-Methyl-4-phenyl-tetrahydropyridin
mRNA messenger-Ribonucleinsa¨ure
MSA Multiple Systematrophie
mTau mock-phosphoryliertes Protein Tau
MT-MMP Membran-Typ Matrix-Metalloproteinase
NAC non-Aβ component
NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
NFT Neurofibrilla¨re Tangles
NPDPK non-proline-directed protein kinase
OD600 Optische Dichte bei einer Anregungs-Wellenla¨nge von 600 nm
PBS phosphate buffered saline
PD Parkinson’sche Erkrankung (Parkinson’s disease)
PDPK proline-directed protein kinase
fortgesetzt auf folgender Seite ...
87
Fortsetzung von vorheriger Seite
Abku¨rzung Erla¨uterung
PHF paired helical filament
PK Proteinase K
PKA Proteinkinase A
PP1/PP5 Protein Phosphatase 1/5
PP2A/B Protein Phosphatase 2 A/B
PSP Progressive supranuklea¨re Blickparese
pTau phosphoryliertes Protein Tau
PVDF Polyvinylidenfluorid
SDS-PAGE Natrium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SIFT scanning for intensely fluorescent targets
T-46 Tau-spezifischer Antiko¨rper
tdiff Diffusionszeit
TIMP tissue inhibitor of Metalloprotienases
TNF-α Tumor Nekrosefaktor α
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tryp Trypsin
WHO World Health Organisation
ZNS Zentrales Nervensystem
Tabelle A.1: Verzeichnis der in dieser Arbeit verwendeten Abku¨rzungen.
Anhang B
Materialien, Chemikalien, Puffer,
technische Gera¨te und Software
Material Hersteller LOT
Adhesive Folie (PE), zertifiziert
RNase-, DNasefrei
G.Kisker GbR 070306-000
epT.I.P.S. Reloads Eppendorf AG
0,1-10 µl (Hamburg) W129628N
2-200 µl V125830M
50-1000 µl W129641M
Evotec NC 384/30 µl Reaktionsplatten Evotec technologies
(Hamburg)
Evotec NC 96/30 µl Reaktionsplatten Evotec technologies
(Hamburg)
Filtropur S 0,20 µm steril Sarstedt (Nu¨mbrecht) 020136
Filtropur S 0,45 µm steril Sarstedt (Nu¨mbrecht) 040074
HiLoad 26/60 Sephadex 75 prep grade
column
GE-Healthcare
(Uppsala)
0127028
Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit GE Healthcare
(Buckinghamshire)
359092
Immobilon-P transfer membranes
Filter type: PVDF
Millipore K6KN8780X
Pore size: 0,45 µm cut size: 26,5 cm *
3,75 m
Lower Filter (small) 35 µm pore size MoBiTec
Microfuge Tube Polyallomer Tint: Beckman Instruments
Inc. Spinco Division
fortgesetzt auf folgender Seite ...
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Fortsetzung von vorheriger Seite
Material Hersteller LOT
natural 1,5 ml for Beckman Optima
TLX
P70418
Mobicols 1 ml MoBiTec
Parafilm M laboratory film American National Can
(Chicago,IL)
PCR Tubes 0.2 ml Eppendorf AG
(Hamburg)
V126016N
PCR-Platten 96-well high profile, 0,2
ml
G.Kisker GbR 05-07-88151505
PD-10 columns Sephadex G 25 M GE-Healthcare
(Uppsala)
311404
Pipetten VWR
5 ml O06O0372027
10 ml N26N1791014
25 ml O38O2632052
steril, einzeln verpackt
Protein LoBind Tube Eppendorf AG
1,5 ml (Hamburg) X131506H
0,5 ml W130769R
Quali-PCR-Tube-Caps, transparent
zertifiziert RNase-,
G.Kisker GbR 060127-042
DNase-, pyrogenfrei, Streifen je 8
Quali-PCR-Tube-Streifen, transparent
0,2 ml
G.Kisker GbR 060530-043
zertifiziert RNase-, DNase-,
pyrogenfrei, Streifen je 8
Ro¨hre Sarstedt (Nu¨mbrecht)
15ml 7044001
50ml 7044201
Safe-Lock Tubes Eppendorf AG
1,5 ml (Hamburg) W129556M
0,5 ml V1265360O
0,2 ml W129291M
Sorvall centrifuge tubes, PA, 12 ml SORVALL (Kendro
Laboratory Products)
7D12NA508LS286
Stericup Filter Unit Milipore
fortgesetzt auf folgender Seite ...
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Fortsetzung von vorheriger Seite
Material Hersteller LOT
GP Express PLUS Membrane 0,22 µM R7EN47299
UVette Starter-Set for
Spectrophotometer 80 Stc.
Eppendorf AG
(Hamburg)
24290
Tabelle B.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Materialien. Soweit mo¨glich, wurden
alle Materialien vor Verwendung autoklaviert.
91
Chemikalien Hersteller LOT
Acrylamide-bis 30% (37,5:1)
ready-to-use solution for
electrophoresis
Merck (Darmstadt) L56024839632
Adenosine 5-Triphosphate Disodium
Salt SigmaUltra C10H14N5O13P3Na2 5
g
Sigma (St.Louis, MO,
USA)
024K7016
Aluminiumchlorid-Hexahydrat AlCl3
pro analysi > 97%, 250 g
Bernd Kraft GMBH
(Duisburg)
1127669
APS Ammoniumpersulfat Sigma (St.Louis, MO,
USA)
082K1135
Bactotrypton
Benzamidin C7H8N2 HCl
Bicinchoninic Acid Solution 1 l Sigma (Protokoll:
TPRO-562)
100K5302
BCIP
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
BRIJ-35
Polyoxyethylen(23)laurylether
Thermo Scientific
(Rockford, IL)
CDP-Star, ready-to-use 2x50 ml Roche (Mannheim) 93443120
Cu(II)Sulfat Pentahydrat 4% Lo¨sung
25 ml
Sigma (Protokoll:
TPRO-562)
80K5004
DMF N,N-Dimethylformamide
C3H7NO 500 ml
Sigma (St.Louis, MO,
USA)
59H364315
DMSO Methyl sulfoxide, 99.7%
C2H6OS
Acros organics (Geel,
Belgium)
A0208798001
DTT
EGTA
EthyleneGlycol-bis(β-Aminoethyl
Ether) N,N,N,N Tetraacetic acid 100
g
Sigma (St.Louis, MO,
USA)
24H5709
Eisenchlorid-Hexahydrat FeCl3 pro
analysi, 250 g
Merck (Darmstadt) B0249643817
Glycerol C3H8O3 Merck (Darmstadt) K26627609925
HCl Merck (Darmstadt) 0C264225
Hefeextrakt Carl Roth (Karlsruhe) 14678034
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsa¨ure
Sigma (St.Louis, MO,
USA)
025K5408
fortgesetzt auf folgender Seite ...
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Fortsetzung von vorheriger Seite
Chemikalien Hersteller LOT
Mercaptoethanol C2H6OS Sigma (Steinheim, GER) 062K0115
MgCl2-Hexahydrat 1 kg Merck (Darmstadt) A 406233 242
Milk powder blotting grade 1 kg Carl Roth (Karlsruhe) 34681195
Natriumchlorid >99,5% Carl Roth (Karlsruhe) 15894097
NBT 4-Nitro blue tetrazolium chloride
C40H30Cl2N10O6, 5g
Roche (Mannheim) 9335420
NP-40
nonyl-phenoxylpolyethoxylethanol
New England BioLabs 0105
PageRulerTM Prestained Protein
Ladder 2x250 µl
Fermentas Life sciences
(Burlington, Canada)
PBS Tablets 20 Stc. Calbiochem D00001479
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
SDS ultra pure 500 g Carl Roth (Karlsruhe) 14463375
Sucrose C12H22O11 Carl Roth (Karlsruhe) 48361907
TEMED
(N,N,N,N-Tetramethylenediamine)
Sigma (St.Louis, MO,
USA)
112K0586
90K1699
TRIS-Base
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Carl Roth (Karlsruhe) 22787172
TWEEN 20 1 kg Carl Roth (Karlsruhe) 13461831
Thioflavin T Sigma (St.Louis, MO,
USA)
81K3643
Tabelle B.2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien. Bei Kauf wurde auf
ho¨chstmo¨glichen verfu¨gbaren Reinheitsgrad geachtet.
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Name Abku¨rzung pH Zusammensetzung Konzentration
TRIS-Puffer TRIS 7,0 TRIS-Base 50 mM
TRIS-Puffer TRISS 7,0 TRIS-Base 0,5 M
Stammlo¨sung
TRIS-Puffer TRIS* 7,0 TRIS-Base 50 mM
+ NP40 NP-40 0,01%
TRIS-Puffer TRIS** 7,0 TRIS-Base 50 mM
+ NP40 NP-40 0,001%
Phosphat-gepufferte PBS / 7,4 Na2HPO4 10 mM
Salzlo¨sung 1fach PBS NaCl 140 mM
KCl 2,7 mM
PBS + NP40 PBS* 7,4 Na2HPO4 10 mM
NaCl 140 mM
KCl 2,7 mM
NP40 0,1%
PBS + TWEEN PBS-TWEEN 7,4 Na2HPO4 10 mM
NaCl 140 mM
KCl 2,7 mM
TWEEN 20 0,1%
Phosphorylierungs- PPhos 7,64 HEPES 40 mM
Puffer EGTA 5 mM
MgCl2 3 mM
ATP 2 mM
GSK-Puffer PGSK 7,5 TRIS-Base 50 mM
NaCl 150 mM
EGTA 0,1 mM
BRIJ-35 0,03%
Sucrose 270 mM
PMSF 0,2 mM
Benzamidine 1 mM
Mercaptoethanol 0,1%
Dimethyl-Sulfoxid DMSO C2H6OS 99.7%
Sammelgel-Puffer 6,8 TRIS-Base 0,5 M
Trenngel-Puffer 8,8 TRIS-Base 1,5 M
Luria-Bertani LB-Medium Bactotrypton 1%
Medium Hefeextrakt 0,5%
NaCl 85,6 mM
fortgesetzt auf folgender Seite ...
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Fortsetzung von vorheriger Seite
Name Abku¨rzung pH Zusammensetzung Konzentration
rich Luria-Bertani rich LB- Bactotrypton 1%
Medium Medium Hefeextrakt 0,5%
NaCl 85,6 mM
Glycerol 2%
autoklavieren, kurz
vor Verwendung
nachfolgendes
zusetzen
Glukose 1%
K2HPO4 50 mM
MgCl2 10 mM
Ampicillin 100 mg/l
Chloramphenicol 34 mg/l
Elusions-Puffer EP Na2HPO4 50 mM
EGTA 1 mM
DTT 1 mM
EP + NaCl EP* Na2HPO4 50 mM
EGTA 1 mM
DTT 1 mM
NaCl 30 mM
EP + NaCl / EP** Na2HPO4 50 mM
Mercaptoethanol EGTA 1 mM
DTT 1 mM
NaCl 30 mM
Mercaptoethanol 1%
Thioflavin T ThT Thioflavin T 100 µM
Laufpuffer TRIS-Base 0,125 M
Glycin 0,96 M
SDS 0,1%
Blotpuffer TRIS-Base 0,025 M
Glycin 0,192 M
SDS 0,1%
Methanol 20%
AP-Puffer TRIS-Base 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl2x6H2O 5 mM
fortgesetzt auf folgender Seite ...
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Fortsetzung von vorheriger Seite
Name Abku¨rzung pH Zusammensetzung Konzentration
Laemmli-Puffer Laemmli 6,8 SDS 10%
5fach Glycerol 50%
β-Mercaptoethanol 25%
Bromophenol-Blau 0,01%
TRIS-Base 0,3125 M
Entfa¨rber-Lo¨sung Ethanol reinst 25%
C2H4O2 8%
Coomassie-Lo¨sung
NBT-Lo¨sung NBT DMF 75%
NBT 75 mg/ml
BCIP-Lo¨sung BCIT DMF 100%
BCIP 50 mg/ml
Tabelle B.3: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Puffer. Bei der Herstellung wurde auf
ho¨chstmo¨gliche Sterilita¨t geachtet.
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Gera¨te Hersteller Seriennummer
FLUOstar OPTIMA BMG Labtech (Offenburg) 413-0653
Combination measurement
head: Absorbance 384 optic
+ Fluorescence 96 optic
11-310
Luminescence 96 optic 11-330
BioPhotometer Eppendorf AG (Hamburg) RS 232 C
LS 55 Luminescence Spek-
trometer
Perkin Elmer (Waltham,
MA)
LS55-058626
Insight Research Reader Evotec Biosystems AG
(Hamburg)
Rr 03 08, Rr 04 06
French Press Pressure cell
press
Thermo IEC (Needham
Heights, MA)
Hoefer SemiPhor Semidry Amersham Biosciences
(Nmbrecht, GER)
Optima MAX-XP Ultra-
centrifuge (Rotor: TLA-55)
Beckman Coulter GMBH
(Fullerton, CA)
CTZ07H02
Sorvall Discovery 90SE Ul-
tracentrifuge
Kendro Laboratory Pro-
ducts (Langenselbold)
40329544
Mini Protean 3 electropho-
resis system
Biorad (Hercules, CA))
MPH120 pH Meter Mettler-Toledo GmbH
(Schwerzenbach, Schweiz)
217537
Chemocam HR 16 3200
Chemoluminiszenz-Kamera
Intas (Go¨ttingen) 29210320
ChemoStar Software Versi-
on 0.2.17
Intas (Go¨ttingen)
FCS+plus Eval Software
Version 2.0
Evotec (Hamburg, GER)
SIFT-2D Software Evotec (Hamburg, GER)
FIDA-Analyze Software Evotec (Hamburg, GER)
pooling ntp2D-FIDA Soft-
ware
Evotec (Hamburg, GER)
FCS+plus control Software Evotec (Hamburg, GER)
DataExplorer Software Ver-
sion 4.3
Applied Biosystems (Darm-
stadt, GER)
GPMAW Software Version
5.11
Lighthouse data (Odense,
DNK)
Tabelle B.4: Liste der in dieser Arbeit verwendeten technischen Gera¨te und Software
Anhang C
Tabellarische Darstellung der
phospho-Tau Versuche
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